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序論	 研究の背景および目的  
	 乳酸菌は食品の製造や保存に利用され，ヒトの免疫賦活機能を有するなど産業的にも有
用であり，大きな需要がある．乳酸菌の中には，ヨーグルトなどの乳を原料とする発酵乳
製品に関わる乳酸菌のほかに，魚や肉の発酵食品や野菜などの漬物に関わる乳酸菌があり，
これらの間には生育に利用できる栄養源（糖の種類など）や様々なストレスに対する耐性
の強さなどの性質に違いがある．特に日本をはじめとするアジア各国では，多様な性質を
持つ乳酸菌として注目されている後者の乳酸菌による独特の伝統的な魚や野菜の発酵食品
が数多くある． 
	 近年日本では，各地域に由来する乳酸菌を始めとした微生物を用いた新たな商品開発や，
廃棄物の資源利用を目的とした研究開発が盛んに行われている．そこでは多様な微生物を
収集し，微生物資源としてその特性を活かし新たな応用利用に繋げることが期待されてい
る．地域の企業支援を目的とした公設試験研究機関による，地場産業の活性化に向けた取
り組みや研究報告からも，その需要の高さを知ることが出来る．北海道における耐塩性乳
酸菌を用いたヤナギダコ醤油の開発（吉川ら，2009）や乳酸菌に加えて Staphylococcus 属
細菌を利用したサケ発酵乾製品の開発（能登ら，2013），東京都の乳酸発酵野菜を利用した
新たなソース開発（三枝，2009），埼玉県の漬け物から分離した乳酸菌を利用した新たな減
塩漬物製造技術の開発（鶴薗ら，2013），愛知県の赤カブの発酵漬物製造への乳酸菌の利用
（石川，2012），新潟県の雪室保存の漬け物から分離した乳酸菌の利用（西脇ら，2012）と
いった発酵食品の開発や，納豆や味噌の製造過程で排出される大豆蒸煮液の有効利用を目
指した乳酸菌を用いた発酵食品の開発研究（松田ら，1995；吉田ら，2014）といった廃棄
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物の資源利用を目指した研究など多岐にわたる．地域の特産物やそれらの製造工程で生じ
る副産物を素材とし，利用されている微生物は市販のスターター菌種や，特産発酵食品な
どから分離された地元由来の菌株まで様々である．日本の伝統的な発酵食品は，その保存
性を高める目的から多量の食塩が加えられる．また発酵による酸性化も保存性の向上に役
立っており，これら発酵食品の製造には，高塩濃度や酸性などの環境ストレスに対して耐
性をもった菌株が不可欠である．さらには特色ある製品開発のために，旨味や香気成分，
機能性物質の生産能といった付加的な価値を生み出す微生物が求められており，それら微
生物を利用した製品開発に関する研究では，スターター菌種の違いが最終製品の品質に影
響するとの報告もあり（舩津ら，2013；寺島ら，2012a，2012b），これら発酵食品の製造
や廃棄資源の二次利用にはスターターとなる菌株が大きな役割を担うと考えられる． 
米を主食とし，魚介類を主菜，野菜や果実を副菜とする食文化は東南アジアにも共通し
ていて，伝統的な発酵食品にも共通性が多いことが知られている（角野，2004）．これらの
地域には特に魚や大豆，野菜を素材とした発酵食品が数多く存在し，そこに生息する乳酸
菌を中心とした微生物はストレス耐性など多様な性質を持つ可能性があると考えられる． 
	 東南アジアに位置するタイは，比較的涼しく温帯作物が生産される北部，肥沃な大穀倉
地帯を抱える中央部，顕著な熱帯モンスーン気候で熱帯特有の作物が採れる南部と，土地
生産性が低いが古くから発酵食品が好んで食されてきた東北部から構成され，淡水魚の漁
場となる大河が中央部に流れる．そのため農作物や水産物の種類は豊富で，それらを発酵
させた多様な発酵食品が存在し，その独特の味には発酵食品に生息する微生物による発酵
が大きく関わっていると考えられる． 
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筆者はこれまでタイで，特に発酵食品から乳酸菌を主とする細菌を分離し，その多様性
を評価してきた．タイのローカルマーケットでは野菜や果実，大豆，魚，肉を原料とした
様々な発酵食品が扱われている．また副原料として炊いた米やもち米，炒って砕いた生米
などが加えられている発酵食品が多く，ニンニクや唐辛子などの香辛料が加えられている
発酵食品もある．魚の発酵食品は主に淡水魚が用いられ，野菜の発酵食品でも日本とは異
なる種類の野菜が見られた．また発酵食品の種類によって添加する水分量や副原料，塩濃
度によって酸味や塩味の違いがあった．これら様々な発酵食品を 2008 年 7 月と 2009 年 5
月にタイ東北部，中部，および北部南寄り地域の主要都市部にあるローカルマーケットで
収集し，合計 120 の発酵食品を分離源として 1046 株の分離株を得た．得られた分離株は
16S rRNA 遺伝子配列を解析して近縁種を決定し，分離株同士の配列の類似度と分離源情報
および分離条件を考慮して重複株を除き，454 株を保存した．これら 454 株の分離株は 410
株の乳酸菌と 44 株の Staphylococcus 属細菌に別れた．これら分離株のうち乳酸菌 410 株
については，16S rRNA 遺伝子解析に基づいた分類学的な多様性の評価を学術誌に報告した
（Miyashita et al., 2012）． 
筆者がこれまでに行ってきたタイ原産の発酵食品に由来する微生物の分類学的な多様性
研究の結果，分離源であるタイ発酵食品の高い塩濃度に応じて高い塩耐性を持つという特
徴と，糖の発酵性においても近縁な種とは異なる特徴を示す幾つかの新しい種が見つかっ
ている．このように，日本では得られないタイの発酵食品に由来する微生物には，未だ知
られていない特徴を持つ株が存在し，新たな応用が期待できる重要な微生物資源であり，
食品製造のスターターカルチャーなど日本国内での活用が期待される．発酵食品を始めと
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した微生物の利用において，製造工程における温度管理や対象とする発酵原料など，利用
に応じて想定される条件に適した菌株の選択が必要であり，菌株の性質に関する情報は菌
株利用や選択において重要な情報となる．しかしその性質を微生物資源としての観点から
網羅的に研究した報告はなく，タイ産微生物の活用へは繋がっていない． 
そこで本研究では，タイ産発酵食品に由来する乳酸菌と Staphylococcus 属分離株につい
て，菌株利用の基礎的な情報となる生育環境におけるストレス耐性や糖の発酵性，および
付加的な価値を付与する情報として旨味や香気成分の生成に関与するプロテアーゼ活性と
アミラーゼ活性，および機能性物質として注目されているγ-アミノ酪酸（Gamma Amino 
Butyric Acid，以下 GABA という）の生産能を調査するとともに，日本産発酵食品に由来
する微生物との比較から，タイの分離株の特徴を明らかにすることを目的とした． 
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第 1 章	 発酵食品微生物の収集と種の多様性  
1.1.	 発酵食品からの微生物の分離と遺伝子解析による同定 
1.1.1.	 タイ産発酵食品由来微生物の選抜と再同定  
1)	 供試菌株の決定  
タイ産発酵食品から分離した乳酸菌 410 株および Staphylococcus 属 44 株で構成される
454 株の分離株の中から，本研究に供する菌株を決定するために，分離源とした発酵食品か
ら原料や塩濃度，pH，採集地を考慮して 9 種類の発酵食品を選択し，選択した発酵食品に
由来する 63 株を供試菌株とした．選択した発酵食品の原料は野菜，大豆，魚，肉で，pH
は pH 4.5～5.0 の酸性であり，NaCl 濃度は野菜の発酵食品で 3～5.5 %と低めで，対して大
豆や魚，肉の発酵食品は 15～30 %と高かった．供試菌株とした分離株の分離源である発酵
食品のリストを表 1-1 にまとめた． 
 
表 1-1.	 分離源としたタイ産発酵食品  
発酵食品名（タイ名） 主要原材料 数 pH NaCl (%) 
Noa mai dong 野菜 1 5.0 5.5 
Pak kard dong 野菜 1 5.0 3.0 
Hua chai pow chem 野菜 1 4.5 15.0 
Tuaw jaew 大豆 1 5.0 18.0 
Mum 肉 1 5.0 19.0 
Pla-ra 魚 1 5.0 25.0 
Pla-jaw 魚 1 5.0 30.0 
Pla-jom 魚 1 nd nd 
Pla-som 魚 1 nd nd 
nd: not determined 
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図  1-1.	 分離源としたタイ産発酵食品の写真  
1. Noa mai dong（タケノコの漬物）；2. Pak kard dong（カラシナの漬物）；3. Hua chai 
pow chem（ダイコンの漬物）；4. Tuaw jaew（大豆の発酵食品）；5. Mum（肉の発酵食
品）；6. Pla-ra（魚の発酵食品）；7. Pla-jaw（魚の発酵食品）；8. Pla-jom（魚の発酵食
品）；9. Pla-som（魚の発酵食品）  
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2)	 pheS 遺伝子解析による Lactobacillus plantarum  group に含まれる分離株
の再同定  
	 16S rRNA 遺伝子配列では識別できない Lactobacillus plantarum group に含まれる分離
株について，ゲノム DNA を鋳型として pheS 遺伝子をターゲットに PCR 増幅し，得られ
た PCR 増幅産物から 16S rRNA 遺伝子の解析と同様の方法で配列を決定した．プライマー
は PCR 増幅およびシーケンシング反応共に pheS-21-F および pheS-23-R を用いた（Naser 
et al., 2005）． 
	 得られた分離株の pheS 遺伝子配列と L. plantarum group に含まれる既知種基準株の配
列を基に系統解析を行い，近縁種を決定した．系統解析は 16S rRNA 遺伝子配列に基づく
解析と同様の方法で行った（Miyashita et al., 2012）． 
 
1.1.2	 日本産発酵食品由来微生物の分離と同定  
1)	 日本産発酵食品の収集  
年間を通して高温多湿であるタイに対して，日本には四季があるため，タイと同様に季
節を問わず仕込まれる発酵食品に加えて冬の寒い時期に仕込まれる発酵食品が存在する．
冬季に仕込まれる発酵食品として富山県から冬季に，季節を問わず仕込まれる発酵食品と
してタイと比較的類似した環境である沖縄県から夏季に，それぞれ発酵食品を収集した． 
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(1)	 富山産発酵食品  
	 富山県富山市，南砺市，氷見市の食品加工所で 2013 年 11 月に発酵食品を収集した．富
山県では，気温が下がり降雪の始まる 11 月頃から仕込みが始まる発酵食品が多数存在する．
また下漬け処理の後に塩抜きを経て本漬けを行うなど行程が多く，それぞれの製造工程に
よって塩濃度や添加物が変化していた．富山県では県の公設試験所や食品加工所の協力の
下，最終製品のみならず，製造過程にある各工程のサンプルを採集した．糠や麹など，タ
イの発酵食品とは異なった副原料が加えられる場合が多かった．分離源とした発酵食品は
pH 3.5～7.0 で，中性域のサンプルも含む．NaCl 濃度は野菜の発酵食品では低めで，大豆
や魚の発酵食品で高いという傾向はタイの発酵食品と共通していたが，赤カブ漬けの下漬
け液では 9 %とやや高い塩濃度のサンプルも含まれた．分離源とした 15 の発酵食品のリス
トを表 1-2 にまとめた． 
 
(2)	 沖縄産発酵食品  
	 沖縄県南城市，那覇市，宮古島市の市場で 2014 年 7 月に発酵食品を収集した．タイと同
様に特に仕込みの時期はなく，通年製造されている発酵食品が主要であった．糠漬けが含
まれるが，糠以外の副原料としては塩のみの発酵食品が多かった．分離源とした発酵食品
は pH 4.0～6.5 で，中性域のサンプルも含む．NaCl 濃度は野菜の発酵食品では低めで，大
豆や魚の発酵食品で高いという傾向はタイの発酵食品と共通していた．分離源とした 9 つ
の発酵食品のリストを表 1-2 にまとめた． 
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表 1-2.	 分離源とした日本産発酵食品  
原産地 発酵食品名 主要原材料 数 pH NaCl (%) 
富山 赤カブ漬け 野菜 5 3.5-6.0 1.8-9.3 
 赤カブ 野菜 1 7.0 0 
 かぶらずし 野菜 3 4.5-6.0 1.0-2.0 
 カブの塩漬け 野菜 1 6.0 1.0 
 キュウリの糠漬け 野菜 2 4.5-5.5 1.0-4.8 
 味噌 大豆 1 5.0 15.7 
	  こんか漬け 魚 2 6.0 13.0 
沖縄 ラッキョウの塩漬け 野菜 2 4.0-5.5 0.7-1.0 
 ゴーヤの糠漬け 野菜 1 4.0-4.5 1.5 
 キュウリの糠漬け 野菜 1 5.0-5.5 1.0 
 味噌 大豆 2 5.0-5.5 3.0-10.5 
 スクガラス 魚 1 6.0-6.5 16.0 
 イカの塩辛 イカ 1 6.0 6.0 
	  豚肉の塩漬け 肉 1 6.5 3.5 
 
 
2)	 発酵食品由来微生物の分離  
分離方法はタイ産発酵食品からの微生物の分離方法と同じ方法を用いた．分離培地は de 
Man Rogosa Sharpe (MRS) 培地（MERCK 社製）を基礎培地とし，塩濃度 0 ～15%（5 %
刻み）と pH 4.0 ～10.0（1.5 刻み）を組み合わせた 20 種類の条件に調整した平板培地を
用いた．収集した発酵食品サンプルは pH と塩濃度を測定した後，滅菌生理食塩水に約 1 g
を懸濁して段階希釈し，分離培地に塗抹して嫌気条件下，30℃で培養した．嫌気培養には
アネロパック・ケンキ（三菱ガス化学社製）を用いた．生育したコロニーのなかから，形
態の異なるコロニーを釣菌して分離培地と同条件の MRS 平板培地に画線塗抹を繰り返す
ことにより純化を行った． 
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3)	 遺伝子解析による同定  
(1)	 16S rRNA 遺伝子の解析  
解析方法はタイ産発酵食品からの微生物の解析方法と同じ方法を用いた．全ての分離株
について，ゲノム DNA を鋳型として 16S rRNA 遺伝子をターゲットに PCR 増幅し，得ら
れた PCR 増幅産物からダイレクトシーケンシングによって配列を決定した．ダイターミネ
ーター法（BigDye Terminator Version 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA）におけるシーケンシング反応後，得られたサンプルはキャピラリー
電気泳動により解析した（ABI PRISM 3730 Genetic Analyzer, Applied Biosystems)．PCR
増幅には 9F（5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG）および 1510R（5'-GGCTACCTTGTTACGA）
の 2 種類のプライマーを，シーケンシング反応には 9F と 1510R に加えて 785F
（GGATTAGATACCCTGGTAGTC）と 802R（TACCAGGGTATCTAATCC）の 4 種類の
プライマーを用いた（Brosius et al., 1978）． 
	 得られた 16S rRNA 遺伝子配列は BLAST 検索によって近縁種を推定するとともに，分
離株同士の配列の類似度と分離源情報および分離条件を考慮して重複株を除いた． 
重複を除いた分離株の 16S rRNA 遺伝子配列と BLAST 検索によって判明した近縁種基
準株の配列を基に以下の方法を用いて系統解析を行い，分離株の近縁種を決定した．分離
株および近縁種基準株の配列を Clustal X version 2.1（Larkin, et al., 2007）でアライメン
トを行い，得られたマルチプルアライメントは必要に応じて BioEdit Sequence Alignment 
Editor Version 7.2.5（http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html）でマニュアル修正
した．修正したマルチプルアライメントに基づいて近隣結合法（Saitou & Nei, 1987）によ
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り系統樹を構築した．推定進化距離（Knuc値）は木村 2 変数法により算出した（Kimura, 
1980）．アライメントによるギャップや未同定塩基は計算に含めなかった．系統樹の有意性
はブートストラップ・リサンプリング法（Felsenstein, 1985）により検定した． 
 
(2)	 pheS 遺伝子の解析  
	 16S rRNA 遺伝子配列では識別できない Lactobacillus plantarum group に含まれる分離
株については，pheS 遺伝子配列を決定し系統解析を行った．解析方法はタイ産発酵食品か
らの微生物の解析方法と同じ方法を用いた． 
 
1.2.	 分離株の種の多様性と構成種の比較 
1.2.1.	 タイ産発酵食品に由来する分離株の種の構成  
	 タイ産発酵食品に由来する分離株（以後，タイ分離株と略す）63 株は，Lactobacillales
目に属する乳酸菌 51 株と Bacillales 目に属する通性嫌気性菌である Staphylococcus 属 12
株から構成された．乳酸菌分離株は Enterococcus 属（3 種 4 株），Lactobacillus 属（11 種
2 亜種 38 株），Pediococcus 属（2 種 6 株），Tetragenococcus 属（1 種 1 株），Weissella 属
（2 種 2 株）の合計 5 属 19 種，Staphylococcus 属株は 7 種に別れた（図 1-2，1-3，1-4）．
Lactobacillus 属に含まれた株のうち L. plantarum group に近縁な 3 株は，既知種とは異
なる遺伝子型や表現性状を示したため，L. plajomi および L. modestisalitolerans の 2 新種
として報告した（Miyashita et al., 2015）． 
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1.2.1.	 日本産分離株との構成種比較からみたタイ分離株の種の多様性  
1)	 日本産分離株の分離株数と属種の構成  
富山県と沖縄県の発酵食品からはそれぞれ 94 株と 32 株を分離した（以降，富山産発酵
食品に由来する分離株を富山分離株，沖縄産発酵食品に由来する分離株を沖縄分離株と略
す）．富山分離株は乳酸菌 88 株と Staphylococcus 属 6 株，沖縄分離株は乳酸菌 25 株と
Staphylococcus 属 7 株で構成された． 
富山分離株の乳酸菌は Carnobacterium 属（1 種 1 株），Enterococcus 属（3 種 8 株），
Lactobacillus 属（9 種 42 株），Leuconostoc 属（3 種 12 株），Marinilactibacillus 属（1
種 3 株），Pediococcus 属（2 種 3 株），Tetragenococcus 属（1 種 16 株），Weissella 属（2
種 3 株）の合計 8 属 22 種，Staphylococcus 属株は 3 種に別れた． 
沖縄分離株の乳酸菌は Enterococcus 属（3 種 3 株），Lactobacillus 属（5 種 7 株），
Leuconostoc 属（3 種 3 株），Pediococcus 属（1 種 1 株），Tetragenococcus 属（2 種 3 株），
Weissella 属（4 種 8 株）の合計 6 属 18 種，Staphylococcus 属株は 4 種に別れた． 
 
2)	 タイ産分離株と日本産分離株の構成種の比較  
(1)	 乳酸菌種の比較  
タイ分離株では Lactobacillus 属の占める割合が 60%（63 株中 38 株）と富山・沖縄に比
べて高い割合を占め，種数も 11 種 2 亜種と最も多様だった．好塩好アルカリ性乳酸菌は，
タイ分離株には Tetragenococcus 属 1 株のみと少なく，沖縄分離株でも Tetragenococcus
属 3 株と少なかったが，富山分離株には Tetragenococcus 属 16 株に加えて
19 
 
Marinilactibacillus 属 3 株の合計 19 株（94 株中，20%）と高い割合を占めた．富山分離
株には Marinilactibacillus 属の他，Carnobacterium 属，Leuconostoc 属とタイ分離株には
なかった属が含まれた．沖縄分離株にも Leuconostoc 属が含まれ，タイ，富山分離株に比
べて Weissella 属の占める割合が高かった（32 株中 8 株，25％）． 
タイ，富山，沖縄の 3 地域の乳酸菌分離株の合計 164 株は 40 種 2 亜種に別れ，3 地域で
共通して分離されたのは 4 種，いずれかの 2 地域から分離されたのは 11 種で，他の地域と
重複しなかった種は 26 種だった．他地域と重複しなかった種はタイ，富山，沖縄でそれぞ
れ 11 種，9 種，6 種と，タイ分離株で最も多かった． 
 
(2)	 Staphylococcus 属菌種の比較  
タイ分離株における Staphylococcus 属の割合は 19%（63 株中 12 株）と Lactobacillus
属の次に高かった．沖縄分離株においても Staphylococcus属の割合は 2番目に高く 22%（32
株中 7 株）で，富山分離株における Staphylococcus 属の割合は 6%（94 株中 6 株）と低か
った．タイ分離株の Staphylococcus 属は 7 種に別れ，富山，沖縄分離株に比べて最も多様
だった． 
タイ，富山，沖縄の 3 地域の Staphylococcus 属分離株の合計 25 株は 10 種に別れ，3 地
域で共通して分離されたのは 1 種，いずれかの 2 地域で分離されたのは 2 種，他地域と重
複しなかったのは 7 種だった．他地域と重複しなかった種数はタイ分離株で最も多く，タ
イ，富山，沖縄でそれぞれ 4 種，2 種，1 種だった． 
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1.3.	 まとめ 
以上より，分離株の乳酸菌と Staphylococcus 属細菌のどちらにおいても，他地域の分離種
と重複しなかった種の割合が高く，それぞれの地域で異なる菌種が主に分離されたことが
分かった．また他の地域と重複しなかった種数はタイ分離株で最も多く，日本の分離株と
は種の分布が異なっていることが分かった（表 1-3）． 
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図  1-2.	 タイ分離株乳酸菌の 16S rRNA 遺伝子配列に基づく系統樹  
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図 1-3.	 タイ分離株 Staphylococcus 属の 16S rRNA 遺伝子配列に基づく系統樹  
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図 1-4. タイ分離株乳酸菌で L. plantarum  group の pheS 遺伝子配列に基づく系
統樹  
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表 1-3. 	 属種別の分離株数  
タイ 富山 沖縄
Carnobacterium C. divergens 1
Marinilactibacillus M. psychrotolerans 3
Enterococcus E. avium 1
E. durans or E. faecium a 2 6 1
E. faecalis 1 1
E. gilvus or E. raffinosus a 1
E. pseudoavium 1
E. thailandicus 1
Tetragenococcus T. halophilus 1 16 2
T. solitarius 1
Lactobacillus L. acidipiscis 2 6
L.  alimentarius 5 1
L.  animalis 1
L.  brevis 1 2 1
L.  curvatus 7
L.  farciminis 6
L.  fermentum 5
L.  futsaii 5
L.  modestisalitolerans 2
L.  pentosus 6 6
L.  plajomi 1
L.  plantarum subsp. argentoratensis 1
L.  plantarum subsp. plantarum 7 7 3
L.  saerimneri 1
L.  sakei 7 1
Lactobacillus sp. 1 1
L.  versmoldensis 1
Pediococcus P.  acidilactici 5
P.  inopinatus 1
P.  parvulus 2
P.  pentosaceus 1 1
Leuconostoc L.  citreum 4 1
L.  kimchii 1
L.  lactis 1
L.  mesenteroides 7 1
Weissella W. cibaria 1 3
W. hellenica 1
W. paramesenteroides 1 2
W. soli 2
W. thailandensis 1
W. viridescens 2
小計 51 88 25
Staphylococcus S. condimenti 2
S. condimenti or S. piscifermentans a 1
S. epidermidis 1 1 3
S. equorum 1
S. nepalensis 4
S. pasteuri 1
S. piscifermentans 3
S. saprophyticus 3 2
S. simulans 1
S. xylosus 1 1
小計 12 6 7
合計 63 94 32
a
両種に同等に近縁なため併記した．
属 種
分離株数
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第 2 章	 タイ産発酵食品由来微生物の環境ストレスに対する耐
性  
2.1.	 試験方法 
2.1.1.	 各生育試験に共通する基礎培地と測定方法  
各生育試験の試験培地は，各分類群に適した培地を基礎とし，それぞれの培地に含まれ
る NaCl 量および pH は試験に応じて調整した．乳酸菌（Tetragenococcus 属株と
Marinilactibacillus 属株を除く）と Staphylococcus 属株は MRS 培地，Tetragenococcus
属株は MRS 培地に NaCl 6.5 %を加えた培地（pH 7.5-8.0），Marinilactibacillus 属株は
2.5 % NaCl GYPFK 培地［1 % Glucose，0.5 % Polypepton（和光純薬工業社製），0.5 % Yeast 
extract（BD 社製），0.5 % Extract Bonito（和光純薬工業社製），2.5 % NaCl，1 % K2HPO4，
0.02 % MgSO4・7H2O，0.001 % MnSO4・4H2O，0.001 % FeSO4・7H2O，pH 8.5］（Ishikawa 
et al., 2003）を基礎培地とした． 
各生育試験における吸光度は分光光度計（Ultrospec 500 pro，アマシャム・バイオサイ
エンス社製）で測定した．24 時間ごとに測定波長 660 nm における吸光度を測定し，7 日
目の結果を解析に用いた． 
 
2.1.2.	 生育 pH 試験  
全ての分離株において，試験培地は基礎培地を pH 3.5，4.0，8.5，および 9.0 に調整し
た液体培地を用いた．基礎培地に含まれる塩濃度はそのまま維持した．pH 3.5 および pH 4.0
の培地の pH 調整には HCl を用いた．また pH 8.5 の培地では TAPS（ナカライテスク社製）
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を，pH 9.0 の培地には CHES（ナカライテスク社製）を緩衝剤として用い，本培養の接種
当日に調整した．前培養した培養液を 0.85 %滅菌生理食塩水で 10 倍希釈し，1 滴を試験培
地に接種して 30℃で静置培養した． 
 
2.1.3.	 生育温度試験  
全ての分離株において，基礎培地を試験培地として用いた．前培養した培養液を 0.85 %
滅菌生理食塩水で 100 倍希釈し，1 滴を試験培地に接種して 10，15，45℃で静置培養した． 
 
2.1.4.	 生育 NaCl 濃度試験  
Staphylococcus 属と Tetragenococcus 属を除く分離株においては基礎培地を NaCl 濃度
6～10 %の 1%刻み，pH 7.5 に調整した液体培地を試験培地として用いた．高い耐塩性が知
られている Staphylococcus 属と Tetragenococcus 属は NaCl 濃度 10～20%の 5%刻み，pH 
7.5 に調整した液体培地を試験培地として用いた．前培養した培養液 1 滴を試験培地に接種
して 30℃で静置培養した． 
 
2.2.	 タイ産発酵食品由来微生物の耐性の分布 
2.2.1.	 タイ分離株の耐性の分布  
タイ産発酵食品に由来する分離株について，生育試験結果の OD660 値に基づいて箱ひげ
図を作成した．タイ分離株は酸性域での生育に耐性をもつ株が多く，また高塩濃度や高ア
ルカリ性，高温で生育可能な株が存在することが分かった（図 2-1a）． 
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各生育条件下での培養 7 日目の OD660 値が 1.0 以上を示した株数の割合（%）をみると
（表 2-1），タイ分離株は pH 3.5 や pH 4.0 の酸性域や pH 8.5 で生育可能な株が過半数を占
め，pH 9.0 や 10 % NaCl，45℃の条件下ではそれぞれ 2 割程度の株が生育可能だった． 
タイ分離株で酸耐性（pH 3.5，pH 4.0 で OD660 値 1.0 以上の生育）を示した株は全て
乳酸菌で，高温条件下（45℃）においても同様に乳酸菌のみが生育を示した．乳酸菌では
pH 9.0 で生育可能な株数は pH 8.5 に比べて急激に減少した．一方，タイ分離株の中でアル
カリ耐性（pH 9.0）や高塩濃度耐性（10 % NaCl）を示した菌株は Staphylococcus 属株が
多数を占め， それぞれに 9 株と 11 株が耐性を示した．また Staphylococcus 属分離株では
pH 8.5およびpH 9.0のどちらの条件下でも生育可能な株数にほとんど違いが見られなかっ
た（表 2-2）． 
 
2.2.2.	 日本産分離株との耐性の分布の違い  
富山分離株と沖縄分離株それぞれの生育試験結果のOD660値に基づいて作成した箱ひげ
図（図 2-1b，c）をタイ分離株の箱ひげ図と比較すると，富山分離株と沖縄分離株は類似し
た結果を示し，タイ分離株とは酸性条件下での生育において顕著な違いが見られた．富山
分離株と沖縄分離株はタイ分離株とは異なり酸耐性を示す株が少ない上にばらつきが多く，
一方でタイ株と同様に pH 8.5 や pH 9.0 のアルカリ域で生育可能な株や，10 % NaCl 存在
下で生育可能な株が含まれた． 
タイ分離株で 50 %を超えた酸性域で生育可能な株の割合は，富山と沖縄の分離株では 13
～26 %，45℃の条件下ではタイ分離株の 21 %に対して富山と沖縄分離株で 5 %と 6 %であ
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り，大きな差がみられた．一方で，10℃で生育可能な株はタイ分離株では見つからなかっ
たのに対して，富山と沖縄の分離株ではそれぞれ 21 %と 16 %と，特に富山分離株で低温耐
性をもつ株が多いことが分かった．pH 8.5 で生育可能な株の割合は富山分離株でやや低く，
pH 9.0 のアルカリ域や 10 % NaCl，15℃の条件下における生育可能な株の割合には大きな
差は無かった（表 2-1）． 
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図 2-1.	 原産地による分離株の各ストレス条件下における生育の比較  
a)，タイ分離株；b)，富山分離株；c)，沖縄分離株． 
各条件下で培養 7 日目に測定した OD660 に基づき作成した箱ひげ図． 
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表 2-1.	 各ストレス条件における耐性株の割合（%）  
原産地 
各条件下における耐性株数 a と割合（%） 
pH 3.5 pH 4.0 pH 8.5 pH 9.0 10°C 15°C 45°C NaCl 10% 
タイ 33b (52)c 39 (62) 32 (51) 14 (22) 0 (0) 27 (43) 13 (21) 15 (24) 
富山 13 (14) 24 (26) 31 (33) 17 (18) 20 (21) 54 (57) 5 (5) 28 (30) 
沖縄 4 (13) 5 (16) 14 (44) 8 (25) 5 (16) 18 (56) 2 (6) 10 (31) 
aOD 1.0 以上を示した分離株を耐性株とした． 
b株数． 
c原産地ごとの試験した株数に対する耐性株の割合．試験した株数はタイ，63 株；富山，94
株；沖縄，32 株． 
10，15，または 45℃での生育試験は pH 6.2，0 % NaCl 条件下で，pH 3.5，4.0，8.5，ま
たは 9.0 での生育試験は 30℃，0 % NaCl 条件下で，10 % NaCl 存在下での生育は pH 7.5，
30℃で培養した． 
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表 2-2.	 タイ分離株の乳酸菌と Staphylococcus 属の各ストレス条件における耐性
株数  
  
  
耐性株数 a 
乳酸菌 Staphylococcus 属 
ストレス条件： 
  
45℃ 13 0 
pH 3.5 33 0 
pH 4.0 39 0 
pH 8.5 22 10 
pH 9.0 5 9 
10% NaCl 4 11 
a試験した乳酸菌 51 株，Staphylococcus 属 12 株のうち，OD 1.0 以上を示した株数． 
45℃での生育試験は pH 6.2，0 % NaCl 条件下で，pH 3.5，4.0，8.5，または 9.0 での生育
試験は 30℃，0 % NaCl 条件下で，10 % NaCl 存在下での生育は pH 7.5，30℃で培養した． 
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2.3.	 タイ産発酵食品由来乳酸菌分離株の耐性 
2.3.1.	 それぞれの環境ストレスに対する耐性  
1)	 酸耐性  
	 タイ産発酵食品に由来する乳酸菌 51 株のうち 33 株が pH 3.5 に耐性を示し，タイ分離株
乳酸菌の 65%と高い割合を占めた．酸耐性（pH 3.5）を示した 33 株のうち 31 株が
Lactobacillus 属で，2 株が Pediococcus 属だった．一方で酸耐性を示さなかった 18 株には
Enterococcus 属（4 株）や Pediococcus 属（4 株），Tetragenococcus 属（1 株），Weissella
属（2 株）が含まれ，Lactobacillus 属は 7 株と占める割合が低かった． 
酸耐性（pH 3.5）を示した株は分離源とした発酵食品に偏り無く分布しており，分離源
に共通する弱酸性（pH 4.5 - 5.0）は分離株の酸耐性との関連性が考えられるが，分離株が
耐性を示した pH 3.5 とは開きがあり，他にも酸耐性を獲得した要因があると推測される． 
 
2)	 アルカリ耐性  
	 乳酸菌では pH 9.0に耐性を示した株は 5株と少なく，そのうち 4株は Enterococcus 属，
1 株は L. pentosus だった．pH 8.5 に耐性を示した株は 22 株であり，pH 9.0 で生育可能な
株数は pH 8.5 比べて急激に減少したことが分かった．pH 9.0 に耐性を示さず pH 8.5 まで
の耐性を示した 17 株のうち 14 株は Lactobacillus 属（L. farciminis, 5 株; L. plantarum, 5
株 ; L. pentosus, 4 株）で，この他の 3 株は Pediococcus acidilactici，Weissella 
paramesenteroides，Tetragenococcus halophilus がそれぞれ 1 株ずつだった． 
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3)	 塩耐性  
10% NaCl に対する耐性を示した乳酸菌は，好塩性の Tetragenococcus 属 1 株を含む 4
株のみだった．好塩性乳酸菌を除く乳酸菌分離株 50 株において，6%～9% NaCl 存在下で
生育を示した株はそれぞれ 40 株（80%），35 株（70%），26 株（52%），14 株（28%）だっ
た．10%を越える塩濃度に耐性を示す株は好塩性の株を含めて 4 株と少ないものの，8%ま
での塩濃度には半数以上の乳酸菌が耐性を示し，6%においては 80%と非常に高い割合とな
った． 
 
4)	 低温耐性と高温耐性  
通年高温多湿であるタイの発酵食品に由来する株には高温耐性を示す株は存在したが，
低温耐性を示す株は見つからなかった．タイ分離株の中で高温耐性を示したのは乳酸菌 13
株のみで，Lactobacillus fermentum と Pediococcus acidilactici が 5 株ずつと多数を占め
た． 
 
2.3.2.	 各耐性の関連性  
1)	 酸耐性と高温耐性  
タイ分離株で乳酸菌のみが示した pH 3.5 と 45℃への耐性について，それぞれの条件下に
おける乳酸菌の OD660 値を基に作成した散布図から，酸耐性と高温耐性の両方を持つ株は
乳酸菌の中でも少数であり，ほとんどの株は酸耐性または高温耐性のどちらか一方を有す
ることが示された（図 2-2）． 
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図 2-2.	 タイ分離株の乳酸菌が示す pH 3.5 と 45℃における生育  
散布図は pH 3.5（30℃，0% NaCl）と 45℃（pH 6.2，0% NaCl）でそれぞれ培養 7 日
目に測定した OD660 に基づき作成した． 
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2)	 アルカリ耐性と高温耐性  
タイ分離株の乳酸菌で pH 9.0 に生育可能なアルカリ耐性を示した 5 株は，10 % NaCl
存在下では生育できず，酸耐性も示さないが，45℃での生育には耐性を示す株が
Enterococcus 属で 2 株存在した． 
 
3)	 pH 8.5 までのアルカリ耐性と酸耐性  
タイ分離株の乳酸菌で比較的多かった pH 9.0 には生育しないものの pH 8.5 までの耐性
を示した株は，他の生育条件に対する耐性において，pH 9.0 へも耐性を示した株とは違い
がみられた．pH 8.5 までの耐性を示した 17 株のうち 8 割（14 株）を占めた Lactobacillus
属は，10 % NaCl 存在下および 45℃では生育できなかったが pH 3.5 の酸性域でも生育が
可能だった．Lactobacillus 属以外の 3 株は pH 3.5 には耐性を示さなかった．これら 3 株
のうち，Pediococcus acidilactici と Tetragenococcus halophilus の 2 株は 10 % NaCl に耐
性を示し，P. acidilactici は 45℃でも生育した． 
 
4)	 塩耐性とアルカリ耐性  
アルカリ耐性（pH 9.0）を示したタイ分離株の 5 株中 4 株が塩濃度の高い大豆の発酵食
品(18% NaCl)から分離されたにも拘わらず塩耐性は示さなかった．アルカリ性や塩ストレ
スに対する耐性機構にはイオンポンプの働きが重要であるなど共通する部分が多く，また
低分子有機化合物の取り込み・排出がストレスに対する抵抗性を与えていることが知られ
ている（澤渡ら，2010；杉本ら，2010）．アルカリ耐性を示した株の多くは大豆または魚の
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発酵食品に由来した．これらの発酵食品はタンパク質を豊富に含むほか，塩分はもちろん
米などの副原料が加えられている場合が多く，また発酵によってアミノ酸などの分解産物
も多く含まれると考えられ，タイ分離株が示したストレス耐性には分離源の塩濃度や pH 以
外の要因が関わっていることが推測される． 
 
5)	 タイ分離株の乳酸菌が示した耐性の組み合わせ  
タイ分離株の乳酸菌が示した耐性の組み合わせをみると，酸耐性（pH 3.5）と高温耐性
（45℃），アルカリ耐性（pH 9.0）と高温耐性，酸耐性と pH 8.5 までのアルカリ耐性をそ
れぞれ同時に示す株が存在した． 
タイ分離株の乳酸菌の多くが酸耐性または高温耐性を示す中，その両方を示した株は
Lactobacillus fermentum と Pediococcus acidilactici だった．乳酸菌の中では少数だった
アルカリ耐性に加えて高温耐性も示したのは Enterococcus 属， pH 8.5 までのアルカリ耐
性と酸耐性の組み合わせを示したのは Lactobacillus farciminis，L. pentosus，L. 
plantarum subsp. plantarum だった．以上より，タイ分離株の持つ耐性には種レベルの傾
向があることが明らかとなった． 
 
6)	 基準株との比較  
P. acidilactici の基準株は分離株と同じく酸耐性と高温耐性を示したが，L. fermentum
の基準株は高温耐性と pH 4.0 での生育は示したものの pH 3.5 への酸耐性はみられず，タ
イ分離株は基準株の示す酸耐性がより強化された耐性を示したといえる．Enterococcus 属
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の基準株は分離株と同様にアルカリ耐性を示したが高温での生育は見られなかった．L. 
farciminis の基準株は分離株と同様に pH 8.5 までのアルカリ耐性と酸耐性のどちらも示し
たが，L. pentosus と L. plantarum subsp. plantarum の基準株は酸耐性は示したものの
pH 8.5 での生育は見られなかった． 
以上のように，タイ分離株は基準株が示した種としての性質がそのまま反映されている
場合がみられた一方，基準株が示さなかった耐性やより強化された耐性を示した場合もみ
られた． 
 
2.3.3.	 タイ産発酵食品由来乳酸菌分離株が示した耐性の日本産分離株との比
較  
1)	 塩耐性  
10% NaCl に対する耐性を示す乳酸菌株はタイ・富山・沖縄の分離株の全てにおいて少な
かったものの，8% NaCl に耐性を示す株が富山分離株で 28%，沖縄分離株で 0%に対して
タイ分離株の乳酸菌では 52%と半数を超えており，顕著に高い割合であった．分離源とし
た発酵食品の NaCl 濃度（%）もタイ産発酵食品で高塩濃度のものが多いことが影響してい
ると考えられる（表 2-3）． 
 
2)	 酸耐性と高温耐性  
タイ分離株の一部の乳酸菌が示した酸性かつ高温での生育における全分離株の分布を調
べるために，富山株と沖縄の分離株も含めた全ての分離株について，pH 3.5 と 45℃での
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OD660 値を基に散布図を作成した（図 2-3）．酸耐性または高温耐性のどちらか一方を示す
株は富山分離株および沖縄分離株でも見つかったが，酸耐性と高温耐性の両方を併せ持つ
株はタイ分離株の乳酸菌だけであることが分かった． 
耐性を示した株の菌種をみると（表 2-4），酸耐性と高温耐性の両方を示したのは
Lactobacillus fermentum または Pediococcus acidilactici だった．高温耐性を示さず酸耐
性を示した株はタイ分離株には 7 種 2 亜種が含まれ，富山の 3 種，沖縄の 2 種と比較して
も顕著に多様であり，L. brevis と L. plantarum subsp. plantarum はタイ，富山，沖縄分
離株で共通していて，L. pentosus はタイと富山で重複した．これ以外の菌種は全てタイ分
離株であり，耐性の有無に関わらず富山と沖縄分離株では分離されなかった菌種だった．
酸耐性を示さず高温耐性のみを示した分離株では Enterococcus durans / faecium が 3 地域
で共通した菌種で，これ以外の菌種はそれぞれの地域で重複しなかった．同種でありなが
ら原産地によって耐性の有無が異なるという種は見つからず，分離種の分布自体に違いが
あることから，3 地域の比較（図 2-1 と表 2-1）でみられた耐性の違いは種の違いに現れて
いると考えられる．一方でタイ分離株の P. acidilactici では pH 3.5 に耐性を示す株と示さ
ない株が混在するなど，同じ地域で分離された同種内に耐性の多様性がある種が存在した．
また分離株が示した耐性は，ほとんどの近縁種基準株においても同様に観察されたが，L. 
brevis と L. fermentum の基準株は pH 3.5 で生育せず，基準株と分離株で異なる生育特性
がみられた． 
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表 2-3.	 塩耐性を示す乳酸菌株の割合（%）  
  
  
耐性株の割合（％）a 
タイ 富山 沖縄 
6% NaCl 80 79 50 
7% NaCl 70 61 27 
8% NaCl 52 28 0 
9% NaCl 28 18 0 
10% NaCl 6 10 0 
aOD 1.0 以上を示した分離株を耐性株とし，原産地ごとの試験した乳酸菌分離株数に対する
耐性株の割合を示す．試験した乳酸菌分離株数はタイ，51 株；富山，88 株；沖縄，25 株． 
 
  
40 
 
 
図 2-3.	 全分離株の pH 3.5 と 45℃における生育  
◆，タイ分離株；□，沖縄分離株；○，富山分離株． 
散布図は pH 3.5（30℃，0% NaCl）と 45℃（pH 6.2，0% NaCl）でそれぞれ培養 7 日
目に測定した OD660 に基づき作成した． 
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表 2-4.	 pH 3.5 と 45℃に耐性を示した分離株の種と株数  
  種 
耐性株数 
タイ 富山 沖縄 
ストレス条件： 
    
pH 3.5 Lactobacillus brevis 1a/1b 2/2 1/1 
 
Lactobacillus farciminis 5/6 
  
 
Lactobacillus futsaii 3/5 
  
 
Lactobacillus modestisalitolerans 2/2 
  
 
Lactobacillus pentosus 6/6 4/6 
 
 
Lactobacillus plantarum subsp. 
argentoratensis 1/1   
 
Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum 7/7 7/7 3/3 
 
Lactobacillus sp. 1/1 
  
pH 3.5 および 45°C Lactobacillus fermentum 5/5     
  Pediococcus acidilactici 2/5     
45°C Enterococcus durans or E. faecium c 2/2 5/6 1/1 
 
Lactobacillus animalis 
  
1/1 
 
Lactobacillus saerimneri 1/1 
  
  Pediococcus acidilactici 3/5     
aOD 1.0 以上を示した分離株を耐性株とした．種ごとの耐性株数を示す． 
b試験した各原産地の分離株の中で同種に含まれる分離株の総数． 
c両種に同等に近縁なため併記した． 
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3)	 アルカリ耐性と高温耐性  
アルカリ耐性と高温耐性を同時に示す株は，富山と沖縄の分離株でも存在し，タイ分離
株と同様に Enterococcus 属株だった． 
 
4)	 pH 8.5 までのアルカリ耐性と酸耐性  
タイ分離株の乳酸菌の複数でみられた酸性域から pH 8.5 までの耐性を示した株は沖縄分
離株では見つからず，富山分離株では L. pentosus の一部の株が示したのみだったことから，
広い pH 範囲への適応はタイ分離株の顕著な特徴のひとつと考えられる． 
 
5)	 低温耐性と高温耐性  
通年高温多湿であるタイの発酵食品に由来する株に高温耐性を示す株が多く，低温耐性
を示す株は見つからず，冬季に仕込みを行う富山の発酵食品に由来する株に低温耐性を示
す株が多かったことは，外気温の影響が強く出ていると推測できる．しかし沖縄株では外
気環境は比較的富山県よりもタイに類似しているにも拘わらず，高温耐性または低温耐性
を示した株の割合は富山分離株に近かった．日本の発酵食品の製造現場やそれらの販売時
における温度管理と，タイでの開放的な製造方法や温度管理がされていないローカルな市
場での販売形態の違いに起因する影響を考慮する必要がある． 
 
2.3.4.	 タイ産発酵食品由来乳酸菌分離株における特徴的な耐性  
タイ分離株の乳酸菌には 10% NaCl に対する耐性を示す乳酸菌株は少ないものの，6～9% 
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NaCl に耐性を示す株の割合は日本産分離株の乳酸菌に比べて顕著に高く，中程度の耐塩性
を示す株が多いことがわかった．基準株と分離株で同様に酸耐性と高温耐性を示した P. 
acidilactici および pH 8.5 までのアルカリ耐性と酸耐性を示した L. farciminis は，本研究
で供した富山と沖縄の発酵食品からは分離されておらず，また L. farciminis においては，
既報のタイ分離株の乳酸菌 410 株中 91 株と，全体の 2 割を超える株が L. farciminis に近
縁な株であったことから，タイ産発酵食品の環境に適応した種である可能性が考えられる
（Miyashita et al., 2012）．少数ながらタイ分離株のみで見つかった酸性と高温の両方に対
する耐性と，日本産の分離株ではほとんど見つからずタイ分離株で多数見つかった酸性か
ら pH 8.5 までのアルカリ性に生育可能な広い pH 範囲に対する適応能力は，タイ分離株に
特徴的なストレス耐性と考えられる． 
 
2.4.	 タイ産発酵食品由来 Staphylococcus 属分離株の耐性 
2.4.1.	 それぞれの環境ストレスに対する耐性  
	 タイ産発酵食品に由来する Staphylococcus 属株 12 株で，酸耐性（pH 3.5 と pH 4.0）や
低温耐性，高温耐性を示す株はなかった．一方，アルカリ耐性（pH 9.0）と塩耐性（10 % NaCl）
はそれぞれにほとんどの株（9 株と 11 株）が耐性を示した． 
 
2.4.2.	 アルカリ耐性と塩耐性の関連性  
タイ分離株の Staphylococcus 属株が示した 10 % NaCl と pH 9.0 への耐性について，そ
れぞれの条件下における OD660 値を基に作成した散布図から，ほとんどの株がアルカリ耐
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性と高塩濃度耐性の両方を有するという特徴を示した（図 2-4）． 
高塩濃度耐性とアルカリ耐性を示したタイ分離株の Staphylococcus 属株は全て塩濃度の
高い発酵食品（15 – 30 % NaCl）から分離されているため，高塩濃度耐性は分離源の塩濃
度と相関性があると考えられるが，どの分離源も弱酸性であり，分離源の pH はアルカリ耐
性に影響があるとは考えられない．一方で，アルカリ性と高塩濃度に対する耐性機構は似
ているという報告があることから，高塩濃度に適応したことで結果的にアルカリ耐性を獲
得した可能性がある（藤浪ら，2012）． 
Staphylococcus 属株がアルカリ性および高塩濃度に対する耐性機構の類似した両耐性を
同時に示す一方で，前述したタイ分離株の乳酸菌では，pH 9.0 のアルカリ性に耐性を示す
株は高塩濃度の発酵食品から分離されたにも拘わらず，10% NaCl への耐性は示さなかった．
耐性の組み合わせに顕著な違いがみられ，分類群による耐性機構の違いが推測された． 
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図 2-4.	 タイ分離株の Staphylococcus 属株が示す pH 9.0 と 10% NaCl 存在下に
おける生育  
散布図は pH 9.0（30℃，0% NaCl）と 10% NaCl（pH 7.5， 30℃ ）でそれぞれ培養 7 日
目に測定した OD660 に基づき作成した． 
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2.4.3.	 日本産分離株との比較とタイ産発酵食品由来 Staphylococcus 属分離
株の耐性の特徴  
タイ分離株の Staphylococcus 属株が示したアルカリ性かつ高塩濃度での生育における全
分離株の分布を調べるために，乳酸菌も含めた全ての分離株について，pH 9.0 と 10 %NaCl
存在下での OD660 値を基に散布図を作成した（図 2-5）．富山と沖縄の分離株でも両耐性を
示す株が見つかり，それらの株の分類群には Staphylococcus 属が 3 地域で共通して含まれ
ていた． 3 地域で共通していた Staphylococcus 属について pH 9.0 と 10 % NaCl に耐性を
示した株の菌種を比較すると（表 2-5），3 地域ともに種に多様性がみられるが，両耐性を
示した株の菌種はタイ分離株で最も多様だった．タイ分離株の S. condimenti や沖縄分離株
の S. epidermidis では pH 9.0 に対して，富山分離株の S. nepalensis では 10 % NaCl に対
して，それぞれ耐性を示す株と示さない株が混在するなど，同じ地域で分離された同種内
に耐性の多様性がある種が存在した． 
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図 2-5.	 全分離株の pH 9.0 と 10% NaCl 存在下における生育  
a)，タイ分離株；b)，富山分離株；c)，沖縄分離株．▲，Staphylococcus 属；×，Tetragenococcus
属；◇，Marinilactibacillus 属；■，乳酸菌（Tetragenococcus 属と Marinilactibacillus
属を除く）． 
散布図は pH 9.0（30℃，0% NaCl）と 10% NaCl（pH 7.5， 30℃ ）でそれぞれ培養 7 日
目に測定した OD660 に基づき作成した． 
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表 2-5.	  pH 9 と 10% NaCl に耐性を示した Staphylococcus 属分離株の種と株数  
  種 
耐性株数 
タイ 富山 沖縄 
ストレス条件： 
    
pH 9.0 S. equorum 
 
1/1 
 
 
S. nepalensis   2/4   
pH 9.0 および 10 % NaCl 
S. condimenti 1a/2b 
  
S. epidermidis 1/1 1/1 1/3 
 
S. piscifermentans 3/3 
  
 
S. saprophyticus 3/3 
 
2/2 
 
S. simulans 1/1 
  
 
S. nepalensis 
 
2/4 
 
 
S. xylosus     1/1 
10 % NaCl S. condimenti 1/2 
  
 
S. condimenti or S. 
piscifermentans c 1/1   
 
S. epidermidis 
  
2/3 
  S. pasteuri     1/1 
aOD 1.0 以上を示した分離株を耐性株とした．種ごとの耐性株数を示す． 
b試験した各原産地の分離株の中で同種に含まれる分離株の総数． 
c両種に同等に近縁なため併記した． 
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2.5.	 まとめ 
タイ分離株には酸耐性や高温耐性を有する乳酸菌株が数多く存在し，両耐性を同時に有
する株はタイ分離株の乳酸菌の一部にしか存在しなかった．また酸性域からアルカリ域ま
での広い pH 範囲に適応した株も複数みられ，10% NaCl に対する耐性を示す乳酸菌株は少
ないものの 6～9%の中程度の塩耐性を示す株も多く，タイ分離株の乳酸菌は日本産の株と
は異なる特徴を有していた．アルカリ耐性や 10%の高塩濃度耐性をもつ株はタイ，富山，
沖縄の分離株全てから見つかり，タイ分離株では Staphylococcus 属株がその特徴を示し，
ほとんどの Staphylococcus 属株が両方の耐性を示した．富山分離株と沖縄分離株の
Staphylococcus 属株も，その半数以上がアルカリ耐性や高塩濃度耐性の両耐性を示し，分
離株に存在した Staphylococcus 属細菌の 10 種全てでアルカリ性または高塩濃度に耐性の
ある株が見つかったことから，Staphylococcus 属細菌にはこれらの耐性をもつ株が広く分
布していると考えられる．タイ分離株の Staphylococcus 属株では有する耐性がアルカリ耐
性と高塩濃度耐性であるのに対し，タイ分離株の乳酸菌では酸耐性と高温耐性と異なる特
徴を示すことから，それぞれ違う発酵段階に役割を持つと推測できる． 
分離株が示したそれぞれの耐性は原産地との相関性はみられず，3 地域の分離種は重複す
る種自体が少なかったことから，分離株の性質の違いは種の違いに現れていると考えられ
る．タイ分離株に特徴的であった酸耐性と高温耐性を示した P. acidilactici および pH 8.5
までのアルカリ耐性と酸耐性を示した L. farciminis は，本研究で供した富山と沖縄の発酵
食品からは分離されていないことからも，タイ産発酵食品の環境に適応した種が発酵に関
わっていると考えられる．一方で，タイ分離株の P. acidilactici では pH 3.5 に耐性を示す
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株と示さない株が混在し，S. condimenti では pH 9.0 に対して耐性を示す株と示さない株
が混在するなど，同種の株でも耐性に多様性がみられる場合もあり，株レベルでの性質の
違いが確認された． 
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第 3 章	 タイ産発酵食品由来微生物の糖の発酵性  
3.1.	 試験方法 
好塩好アルカリ性乳酸菌を除いたタイ分離株 62 株，富山分離株 75 株，沖縄分離株 29 株
を供試菌株として，糖の発酵性を API50CH（シメックス・ビオメリュー社製）を用いて調
べた．方法は製品添付の説明書に準じた．乳酸菌分離株は MRS 培地，Staphylococcus 属
株は 802 培地［1 % Polypepton（和光純薬工業社製），0.2 % Yeast extract（BD 社製），
0.1 % MgSO4・7H2O，pH 7.0］を用いて前培養した．それぞれ液体培地で前培養した菌体
を集菌し，滅菌生理食塩水で 2 回洗浄した後，API50CHL 培地に懸濁した．菌懸濁液を
API50CH プレートに接種後 30℃で培養し，24 時間，48 時間，72 時間後に色調の変化を
目視により観察・記録した．48 時間後と 72 時間後ではどの株においても結果に差が見られ
なかったため，製品添付の説明書で推奨されている 48 時間後の結果を解析に用いた．糖発
酵性試験の結果を色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 (w)，陽性 (+)を，箱ひげ図
には 0，1，2，に，クラスター解析には 0，0.5，1.0 にそれぞれ置き換えた数値を用いた．
クラスター解析はユークリッドの距離を算出し，アルゴリズムは UPGMA 法を用いた
（BioNumerics Ver.4.61，Applied Maths）． 
 
3.2.	 タイ産発酵食品由来微生物の糖の発酵パターン 
	 糖発酵性試験の結果に基づいて作成した箱ひげ図を，タイ分離株と基準株で比較した結
果，顕著な違いは見られなかった（図 3-1）．タイ分離株の糖発酵性を，分離源である発酵
食品の素材別に作成した箱ひげ図で比較すると，野菜や大豆の発酵食品から分離した株で
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は発酵可能な糖の種類が多く，魚の発酵食品から分離した株では発酵可能な糖の種類が少
ないことが分かった（図 3-2）．それぞれに由来する分離株において 50%以上の株が陽性
を示した糖の数は 49 種類中それぞれ 20，22，13 種類だった．グルコースなどの六炭
糖やトレハロースなどのオリゴ糖を発酵可能な分離株は，どの発酵食品に由来する分離
株にも共通して高い割合で含まれていた．糖発酵性に陽性を示す分離株の割合に差がみ
られた糖をみると，野菜や大豆の発酵食品由来株では魚の発酵食品由来株に比べて
amygdalin，L-arabinose，arbutin，gluconate，D-melibiose，D-ribose といった主に
五炭糖やグリコシドの発酵性に陽性を示す株の割合が高かった．野菜の発酵食品由来株
では前述の糖に加えて五炭糖である D-xylose の発酵性に陽性を示す株が多く，大豆の
発酵食品由来株では D-mannitol，D-raffinose，D-sorbitol といった糖アルコールの発
酵性に陽性を示す株が多く含まれた．野菜の発酵食品から分離した株は 10 種（20 株），
大豆の発酵食品からは 7 種（15 株），魚の発酵食品からは 14 種（24 株）で構成され，魚の
発酵食品からは最も多様な種が分離されたが，分離株の種の多様性は発酵可能な糖の多様
さに比例していなかった．魚の発酵食品から分離した種には Staphylococcus 属株が多数を
占めていた（6 種 9 株）．タイ分離株の乳酸菌と Staphylococcus 属株についてそれぞれ作成
した箱ひげ図を比較すると，発酵可能な糖の種類はタイ分離株の乳酸菌で顕著に多様だっ
た（図 3-3）．生育に糖が必須ではない Staphylococcus 属株は，糖が少なくタンパク質が豊
富な魚の発酵食品に適応していると考えられ，構成種にこの属の割合が高いことが，魚の
発酵食品由来株全体の発酵可能な糖の種類が少ない要因だと考えられる．一方で野菜や大
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豆の発酵食品から分離した株で発酵可能な糖の種類が多いのは，植物基質が含む多様で量
的には少ない糖源を資化して発酵を進めるのに適応しているためと推測できる． 
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図 3-1. 糖発酵パターンのタイ分離株と基準株の比較  
a)，基準株；b)，タイ分離株． 
a色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 (w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，1，2，に置き換
えた数値を解析に用いた． 
GLY, glycerol; ERY, erythritol; D-ARA, D-arabinose; L-ARA, L-arabinose; RIB, D-ribose; 
D-XYL, D-xylose; L-XYL, L-xylose; ADO, D-adonitol; MDX, methyl-β- D-xylopyranoside; 
GAL, D-galactose; GLU, D-glucose; FRU, D-fructose; MNE, D-mannose; SBE, L-sorbose; 
RHA, L-rhamnose; DUL, dulcitol; INO, inositol; MAN, D-mannitol; SOR, D-sorbitol; 
MDM, methyl-α-D-mannopyranoside; MDG, methyl-α-D-glucopyranoside; NAG, 
N-acetyl glucosamine; AMY, amygdalin; ARB, arbutin; ESC, esculin ferric citrate; SAL, 
salicin; CEL, D-cellobiose; MAL, D-maltose; LAC, D-lactose; MEL, D-melibiose; SAC, 
D-sucrose; TRE, D-trehalose; INU, inulin; MLZ, D-melezitose; RAF, D-raffinose; AMD, 
starch; GLYG, glycogen; XLT, xylitol; GEN, gentiobiose; TUR, D-turanose; LYX, 
D-lyxose; TAG, D-tagatose; D-FUC, D-fucose; L-FUC, L-fucose; D-ARL, D-arabitol; 
L-ARL, L-arabitol; GNT, gluconate; 2KG, 2-ketoglyconate; 5KG, 5-ketoglyconate. 
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図 3-2.	 タイ分離株の分離源の素材別に見た糖発酵パターンの比較  
a)，野菜由来株；b)，大豆由来株；c)，魚由来株． 
 a 色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 (w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，1，2，に置き
換えた数値を解析に用いた． 
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図 3-3.	  タイ分離株の乳酸菌と Staphylococcus 属株の糖発酵パターンの比較  
a)，乳酸菌；b)，Staphylococcus 属株． 
a色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 (w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，1，2，に置き換
えた数値を解析に用いた． 
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3.3.	 タイ産発酵食品由来乳酸菌の糖発酵性 
3.3.1.	 クラスター解析から見たタイ分離株乳酸菌の種内多様性  
	 糖の発酵性試験結果を基に，タイ分離株の乳酸菌について，近縁種基準株の結果を加え
てクラスター解析を行った結果，分離株は基本的に，種ごとに近縁種基準株を含むまとま
ったクラスターを形成した．このことから分離株の糖の発酵パターンは種の特徴を反映し
ていると考えられる．しかし分離株の中には同種でありながら離れたクラスターを形成す
る株も見られた（図 3-4）．タイ分離株の乳酸菌で，同種内の株で離れたクラスターを形成
したのは E. durans of E. faecium，L. acidipiscis，L. farciminis，L. futsaii，L. pentosus，
L. plantarum subsp. plantarum，P. pentosaceus で，それぞれ 7～16 種類の糖において発
酵性に多様性が見られた（表 3-1）．これら種内でクラスターが分かれた種の分離株で，
基準株から離れた 8 株の分離源は魚（3 株），大豆（4 株），野菜（1 株）の発酵食品だ
った．大豆由来の 2 株（NB833, NB858）では D-raffinose や D-melibiose といった大
豆に含まれる糖の発酵性を獲得し，基準株と比べて発酵可能な糖の種類が増えていたが，
その他の株では糖源の少ない魚の発酵食品に由来する分離株を中心に基準株よりも発
酵可能な糖の種類が少なかった．まとまったクラスターを形成した E. avium，E. gilvus 
or E. raffinosus，L. brevis，L. fermentum，L. modestisalitolerans，L. plantarum subsp. 
argentratensis，L. saerimneri，P. acidilactici，W. paramesenteroides，W. thailandensis
においても，基準株と分離株の糖発酵性が完全に一致した L. saerimneri 以外の種では，
それぞれ 1～11 種類の糖発酵性に違いが見られ，同種内の株で離れたクラスターを形成し
た種よりも少ないながら，種内で糖発酵性に多様性があることが分かった．糖の発酵パタ
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ーンと分離源の素材には基本的に相関性が見られなかったが，L. fermentum においては大
きく１つにまとまるものの詳細に比較すると野菜由来株と魚由来株でグループが別れ，発
酵可能な糖の種類が野菜の発酵食品に由来する株で多い傾向がみられたことや，基準株か
らクラスターが離れた分離株における基準株との糖発酵性の違いとそれぞれの分離源
の関係から，一部に確認された基準株とは異なる糖の発酵性を示した分離株には，それ
ぞれの分離源である発酵食品環境の影響が現れていると推測される． 
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図 3-4.	 タイ分離株の乳酸菌の糖発酵性試験結果に基づくクラスター解析  
糖発酵性試験は API50CHL を用いて試験し，色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 
(w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，0.5，1.0 に置き換えた数値を解析に用いた．作成したデンド
ログラムはユークリッド距離および UPGMA 法による． 
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表  3-1.	 タイ分離株の糖発酵性  
種 菌株番号 
図 3-4
におけ
るクラ
スター 
図 3-5
におけ
るクラ
スター 
分離源の原材料 
または基準株 G
LY
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R
A
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Enterococcus avium NBRC 100477T I I 基準株 - - - + + - - + - + + + + + - - - + + + + + + + + 
 
NB1011 I I 野菜 + - - + + - - + - + + + + + w - - + + + + + + + + 
Enterococcus faecium NBRC 100485T I I 基準株 - - - + + - - - - + + + + - - - - + - - - + - + + 
Enterococcus durans or E. faecium NB833 II II 大豆 - - - + + w - - - + + + + - - - - + - - - + + + + 
  NB858 III III 大豆 - - - + + - - - - + + + + - - - - + + - - + w + + 
Enterococcus gilvus NBRC 100696T I I 基準株 + - - - + - - w - + + + + + + - - + + + - w + + + 
Enterococcus raffinosus NBRC 100492T I I 基準株 + - - + + - - + - + + + + + + - w + + + + + + + + 
Enterococcus gilvus or E. raffinosus NB860 I I 大豆 + - - + + - - + - + + + + + + - - + + - + + + + + 
Lactobacillus acidipiscis NBRC 102163T I I 基準株 - - - - w - - - - w w w w - - - - - - - + - - - + 
 
NB779 I I 魚 - - - - + - - - - w + + + - - - - - - w w + - - + 
  NB787 II II 魚 - - - - w - - - - - w w w - - - - + - w - w - + + 
Lactobacillus brevis NBRC 107147T I I 基準株 - - - + w + - - - w + w - - - - - - - - - w - - + 
 
NB799 I I 野菜 - - - w + + - - + + - + - - - - - - - - - w - - - 
Lactobacillus farciminis NBRC 107150T I I 基準株 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - + + - w + 
 
NB1041 I I 野菜 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB1052 I I 野菜 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB1006 I I 野菜 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB730 I I 野菜 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB755 II II 魚 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + - - + 
  NB895 I I 魚 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - + + + + + 
Lactobacillus fermentum NBRC 15885T I I 基準株 - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - - - - - - 
 
NB791 I II 野菜 - - - + + + - - - + + + - - - - - - - - - - - - - 
 
NB1012 I II 野菜 - - - + + + - - - + + + + - - - - - - - - - - - - 
 
NB729 I II 野菜 - - - + + + - - - + + + - - - - - - - - - - - - - 
 
NB732 I II 野菜 - - - + + + - - - + + + - - - - - - - - - - - - - 
 
NB756 I III 魚 - - - + + + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - 
Lactobacillus futsaii NBRC 108947T I I 基準株 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB1050 I I 野菜 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB752 I I 魚 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB877 I I 魚 - - - - - - - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB896 I I 魚 - - - - - - - - - + + + w - - - - - - - - + + + + 
  NB844 II II 大豆 - - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - + - - - 
Lactobacillus modestisalitolerans NB446T I I 魚 - - - - - - - - - + + + + - - - - + + - - + - w + 
 
NB702 I I 肉 - - - - - - - - - + + + + - - - - + - - - + - w + 
Lactobacillus pentosus NBRC 106467T I I 基準株 + - - + + + - - - + + + + - w - - + + - - + + + + 
 
NB789 I I 野菜 + - - + + + - - - + + + + w + + - + + - + + + + + 
 
NB1007 I I 野菜 + - - + + + - - - + + + + - + - - + + - + + + + + 
 
NB879 I I 魚 + - - + + + - - - + + + + - + - - + + - + + w + + 
 
NB880 I I 魚 + - w + w + - - - + + + + - + + - + - w + + + + + 
 
NB873 I I 大豆 + - - + + + - - - + + + + + + + - + + - w + w + + 
  NB876 II II 大豆 + - - + + - - - - + + + + - - - - + + - - + + + + 
Lactobacillus plajomi NB53T I I 魚 - - - - w - - - - + + + + - - - - + + - - + - - + 
Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis NBRC 106468T I I 基準株 - - - - + - - - - + + + + - - - - + + - - + + + + 
  NB836 I I 大豆 - - - - + - - - - + + + + - - - - + + - - + w + + 
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum NBRC 15891T I I 基準株 w w - + + - - - - + + + + - - - - + + + - + + + + 
 
NB790 II III 野菜 w - w + + w - - - + + + + - w - - + + + w + + + + 
 
NB801 I II 野菜 - - - + w - - - - + + + + - w - - + - + + + + + + 
 
NB814 I II 野菜 - - w + + w - - - + + + + - - - - + + + w + + + + 
 
NB753 I II 魚 - - - - - - - - - + + + + - + - - + - + w + + + + 
 
NB837 I II 大豆 - - - + + - - - - + + + + - - - - + + + w + + + + 
 
NB842 I II 大豆 - - - + + - - - - + + + + - - - - + - w w + + + + 
 
NB846 I II 大豆 - - - + + - - - - + + + + - - - - + + + + + + + + 
Lactobacillus saerimneri NBRC 107826T I I 基準株 - - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - - - - - 
  NB1023 I I 野菜 - - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - - - - - 
Lactobacillus sp. NB834 I I 大豆 - - - - + - - - - + + + + - - - - + + - - + - + + 
Pediococcus acidilactici NBRC 109619T I I 基準株 - - - + + + - - - + + + + - - - - - - - - + - - + 
 
NB802 I I 野菜 - - - + + + - - - + + + + - - - - - - - - + - - + 
 
NB758 I I 魚 - - - + + - - - - + + + + - - - - - - - - + - - + 
 
NB776 I I 魚 - - - + + + - - - + + + + - - - - - - - - + - - + 
 
NB839 I I 大豆 - - - + + - - - - + + + + - - - - - - - - + w - + 
  NB851 I I 大豆 - - - + + + - - - + + + + - w - - - - - - + - - + 
Pediococcus pentosaceus NBRC 107768T I I 基準株 - - - + + w - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
 
NB878 II II 魚 - - - - + + - - - + + + + - - - - - - - - + + + + 
Weissella paramesenteroides NBRC 109620T I I 基準株 - - - + w - - - - w + + + - - - - - - - + + - - - 
  NB872 I II 大豆 - - - + w + - - - + + + + - - - - - - - + + - - + 
Weissella thailandensis NBRC 109621T I I 基準株 - - - + + - - - - - + + + - - - - - - - + w - - - 
 
NB887 I I 魚 - - - + - + - - - - + + + - - - - - - - + + - - - 
Staphylococcus epidermidis NBRC 100911T I I 基準株 - - - - - - - - - + + + w - - - - - - - - - - - - 
  NB902 I I 魚 - - - - - - - - - + + + w - - - - - - - - - - - - 
Staphylococcus piscifermentans NBRC 109625T I I 基準株 - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - - w - - + 
 
NB749 II II 魚 - - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - + 
 
NB767 I I 魚 - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - - w - - + 
 
NB890 I I 魚 - - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - + - - + 
Staphylococcus condimenti or S. piscifermentans NB850 I I 大豆 - - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - + 
Staphylococcus condimenti NB751 I I 魚 - - - - - - - - - - + + + - - - - - - - - w - - + 
 NB772 II I 魚 - - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - w - - + 
Staphylococcus saprophyticus NBRC 102446T I I 基準株 - - - - - - - - - w + + - - - - - - - - - - - - - 
 
NB731 I I 野菜 - - - - - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - - 
 
NB774 I I 魚 - - - - - - - - - w + + - - - - - w - - - - - - - 
  NB784 I I 魚 - - - - - - - - - - + + - - - - - w - - - w - - - 
Staphylococcus simulans NB891 I I 魚 - - - - w - - - - - + + + - - - - - - - - w - - - 
Staphylococcus xylosus NB734 I I 野菜 - - - + - w - - - - + + w - w - - w - - - w - - - 
+, positive; -, negative; w, weakly positive.  
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表  3-1.	 つづき  
種 菌株番号 
図 3-4
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るクラ
スター 
図 3-5
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Enterococcus avium NBRC 100477T I I 基準株 + + + + - w + - + - - - w + - + + - - + + - - - 
 
NB1011 I I 野菜 + + + w + w + - + - - - - + - - + - - + + + - - 
Enterococcus faecium NBRC 100485T I I 基準株 + + + + - + + - - - - - - + - - - - - - - w - - 
Enterococcus durans or E. faecium NB833 II II 大豆 + + + + + + + - - - - - - - - - + - - - - - - - 
  NB858 III III 大豆 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - - - w - - 
Enterococcus gilvus NBRC 100696T I I 基準株 + + + + - w + - + - - - - + - - + - - + + + - - 
Enterococcus raffinosus NBRC 100492T I I 基準株 + + + + + + + - w - - - - + - - + - - + + + - - 
Enterococcus gilvus or E. raffinosus NB860 I I 大豆 + + + + + + + - + + - - - + - - + - - + + w - - 
Lactobacillus acidipiscis NBRC 102163T I I 基準株 - - + - - - + - - - - - - + - - - - - - - - - - 
 
NB779 I I 魚 w + + w - - + - - - - - - + - - - - - - - - - - 
  NB787 II II 魚 + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Lactobacillus brevis NBRC 107147T I I 基準株 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - w - - 
 
NB799 I I 野菜 - - + - w - - - - - - - - - - - - - - - - w - w 
Lactobacillus farciminis NBRC 107150T I I 基準株 - + w + - + + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
 
NB1041 I I 野菜 + + + + - + + - - - - - - w - - + - - - - - - - 
 
NB1052 I I 野菜 + w - + - + + - - - - - - + + - + - - - - - - - 
 
NB1006 I I 野菜 + + + + - + + - - - - - - w - - + - - - - - - - 
 
NB730 I I 野菜 + + + + - + - - - - - - - w - - - - - - - - - - 
 
NB755 II II 魚 - - + + - - + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
  NB895 I I 魚 + + + + - + + - - - - - - w + - + - - - - - - - 
Lactobacillus fermentum NBRC 15885T I I 基準株 - - + + - + - - - - - - - - - - - - - - - + - - 
 
NB791 I I 野菜 - - + + + + + - - + - - - - - - - - - - - w - - 
 
NB1012 I I 野菜 - - + + + + - - - + - - - - - - - - - - - w - - 
 
NB729 I I 野菜 - - + + + + + - - + - - - - - - - - - - - w - - 
 
NB732 I I 野菜 - - + + + + + - - + - - - - - - - - - - - w - - 
 
NB756 I II 魚 - - + - - + - - - + - - - - - - - - - - - w - - 
Lactobacillus futsaii NBRC 108947T I I 基準株 + + w + - + - - - - - - - + - - + - - - - - - - 
 
NB1050 I I 野菜 + + + + - + + - - - - - - w - - + - - - - - - - 
 
NB752 I I 魚 + + + + - + + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
 
NB877 I I 魚 + + + + - + + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
 
NB896 I I 魚 + + w + - + + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
  NB844 II II 大豆 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Lactobacillus modestisalitolerans NB446T I I 魚 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - - - + - - 
 
NB702 I I 肉 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - - - + - - 
Lactobacillus pentosus NBRC 106467T I I 基準株 + + + + + + + - - - - - - + w - - - - - - + - - 
 
NB789 I I 野菜 + + + + + + + - + + - - - + - - - - - - - + - - 
 
NB1007 I I 野菜 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - - - + - - 
 
NB879 I I 魚 + + + + + + + - + + - - - + - - - - - + - + - - 
 
NB880 I I 魚 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - - - w - - 
 
NB873 I I 大豆 + + + + + + + + + + - - - + - - - - - + - + - - 
  NB876 II II 大豆 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - - - + - - 
Lactobacillus plajomi NB53T I I 魚 + + + - - + + - - - - - - + - - - - - + - w - - 
Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis NBRC 106468T I I 基準株 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - w - w - - 
  NB836 I I 大豆 + + + + + + + - - + - - - + - - - - - + - + - - 
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum NBRC 15891T I I 基準株 + + + + + + + - + + - - - + + - - - - - - w - - 
 
NB790 II III 野菜 + + + + + + + w + + - - - + - - - - - - - + - - 
 
NB801 I II 野菜 + + + + + + + w + + - - - + + - - - - + - + - - 
 
NB814 I II 野菜 + + + + + + + w + + - - - + + - - - - w - + - - 
 
NB753 I II 魚 + + + + + + + - + + - - - + + - - - - + - + - - 
 
NB837 I II 大豆 + + + + + + + w + + - - - + + - - - - w - + - - 
 
NB842 I II 大豆 + + + + + + + + + + - - - + - - - - - + - + - - 
 
NB846 I II 大豆 + + + + + + + w + + w - - + + - - - - w - + - - 
Lactobacillus saerimneri NBRC 107826T I I 基準株 - - - - - + + - - - - - - - + - - - - - - - - - 
  NB1023 I I 野菜 - - - - - + + - - - - - - - + - - - - - - - - - 
Lactobacillus sp. NB834 I I 大豆 + + + - - + + - - - - - - - - - - - - - - w - - 
Pediococcus acidilactici NBRC 109619T I I 基準株 w + - - - - + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
 
NB802 I I 野菜 - + - - - - + - - - - - - + - - w - - - - - - - 
 
NB758 I I 魚 + + - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - 
 
NB776 I I 魚 - + - - - - + - - - - - - + - - - - - - - - - - 
 
NB839 I I 大豆 + + - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - 
  NB851 I I 大豆 - + - - - - + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
Pediococcus pentosaceus NBRC 107768T I I 基準株 + + + - + + + - - + - - - + - - + - - - - - - - 
 
NB878 II II 魚 + + w - - - + - - - - - - + - - + - - - - - - - 
Weissella paramesenteroides NBRC 109620T I I 基準株 - - + - w + + - - - - - - - w - - - - - - w - - 
  NB872 I II 大豆 w w + - + + + - - w - - - w + - - - - - - w - w 
Weissella thailandensis NBRC 109621T I I 基準株 - - + - + + + - - + - - - - + - - - - - - w - - 
 
NB887 I I 魚 - - + - + + + t - w - - - - + - - - - - - + - - 
Staphylococcus epidermidis NBRC 100911T I I 基準株 - - + + - + - - - - - - - - w - - - - - - - - - 
  NB902 I I 魚 - - + + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Staphylococcus piscifermentans NBRC 109625T I I 基準株 - - - + - + + - + - - - - - - - - - - - - - - - 
 
NB749 II II 魚 w - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - 
 
NB767 I I 魚 - - - + - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
NB890 I I 魚 - - - w - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Staphylococcus condimenti or S. piscifermentans NB850 I I 大豆 - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Staphylococcus condimenti NB751 I I 魚 - - - w - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 NB772 II I 魚 w - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - 
Staphylococcus saprophyticus NBRC 102446T I I 基準株 - - + w - + w - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
NB731 I I 野菜 - - + w - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 
NB774 I I 魚 - - w - - w w - - - - - - - - - - - - - - - - - 
  NB784 I I 魚 - - + w - + w - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Staphylococcus simulans NB891 I I 魚 - - - + - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Staphylococcus xylosus NB734 I I 野菜 - - w - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - 
+, positive; -, negative; w, weakly positive.  
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GLY, glycerol; ERY, erythritol; D-ARA, D-arabinose; L-ARA, L-arabinose; RIB, D-ribose; 
D-XYL, D-xylose; L-XYL, L-xylose; ADO, D-adonitol; MDX, methyl-β- D-xylopyranoside; 
GAL, D-galactose; GLU, D-glucose; FRU, D-fructose; MNE, D-mannose; SBE, L-sorbose; 
RHA, L-rhamnose; DUL, dulcitol; INO, inositol; MAN, D-mannitol; SOR, D-sorbitol; 
MDM, methyl-α-D-mannopyranoside; MDG, methyl-α-D-glucopyranoside; NAG, 
N-acetyl glucosamine; AMY, amygdalin; ARB, arbutin; ESC, esculin ferric citrate; SAL, 
salicin; CEL, D-cellobiose; MAL, D-maltose; LAC, D-lactose; MEL, D-melibiose; SAC, 
D-sucrose; TRE, D-trehalose; INU, inulin; MLZ, D-melezitose; RAF, D-raffinose; AMD, 
starch; GLYG, glycogen; XLT, xylitol; GEN, gentiobiose; TUR, D-turanose; LYX, 
D-lyxose; TAG, D-tagatose; D-FUC, D-fucose; L-FUC, L-fucose; D-ARL, D-arabitol; 
L-ARL, L-arabitol; GNT, gluconate; 2KG, 2-ketoglyconate; 5KG, 5-ketoglyconate. 
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3.3.2.	 日本産分離株との比較  
富山と沖縄の分離株を加えてクラスター解析をおこなった結果，タイ分離株の解析にお
いて同種内で離れたクラスターを形成した種は富山と沖縄の分離株でも同様にクラスター
が分かれ，まとまったクラスターを形成した種は同様にまとまった（図 3-5）．E. durans or 
E. faecium はタイ分離株の 1株が大きく離れ，他の分離株は富山分離株が１つにまとまり，
そのすぐ近傍に沖縄分離株とタイ分離株が分岐し，E. faecium の基準株からはどの分離株
も離れた．今回の解析には E. durans の基準株が含まれておらず分離株は E. durans の糖
発酵パターンに近縁な可能性があるが，タイ分離株 1 株は E. durans の基準株や他の分離
株のクラスターどちらからも離れていること，また富山分離株は１つにまとまることが分
かった．L. acidipiscis はタイ分離株 1 株と基準株，タイ分離株 1 株と富山分離株 1 株，富
山分離株 4 株または 1 株の 4 グループに分かれ，L. pentosus は基準株とタイ分離株 5 株，
タイ分離株 1 株と富山分離株 3 株，富山分離株 3 株のグループに分かれ，これら 2 種のタ
イと富山の分離株はそれぞれ同種内でグループが分かれることが分かった．L. plantarum 
subsp. plantarum は基準株と富山分離株 4 株と沖縄分離株 3 株，タイ分離株 6 株または 1
株，富山分離株 3 株の 4 グループに分かれ，タイと富山の分離株は種内でグループが分か
れたが，沖縄分離株だけをみると種内でクラスターは分かれず基準株とまとまった．P. 
pentosaceus はタイと沖縄の分離株 1 株ずつがまとまって基準株から離れた．タイ分離株の
みでは基準株とまとまった W. paramesenteroides は，沖縄分離株 2 株が加わったことによ
り基準株と沖縄分離株がまとまりタイ分離株は基準株から離れた． 
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タイ分離株の解析において同種でまとまったクラスターを形成した 8 種の中で，富山と
沖縄の分離株に含まれた種は L. brevis のみで，タイ分離株も含めて１つにまとまった．そ
れ以外の 7 種はタイ分離株のみに含まれた種だった．タイ分離株の解析では基準株とま
とまった L. fermentum および W. paramesenteroides は，富山と沖縄の分離株が加わ
ったことにより基準株と分離株の距離が大きくなり，両種に含まれるタイ分離株の全て
はそれぞれ基準株から独立した．タイ分離株のみ解析において分離源の原材料に相関性が
見られていた L. fermentum の 6 株は，富山と沖縄の分離株も含めた解析では分離源の原材
料に対応したクラスターがより明確に離れる結果となった． 
同種内でクラスターが複数に分かれる種とまとまる種では，タイ，富山，沖縄のどの
分離株にも見られ，それぞれに該当する種の構成は異なった．クラスターが分かれた種
で基準株から離れた株は，それぞれの発酵食品環境の影響を反映している可能性が考え
られる．同種でまとまった種で，タイ分離株のみに含まれる種は 7 種と多く，同じよう
に同種でまとまったクラスターを形成し，富山分離株のみ，沖縄分離株のみに含まれた
種も存在しており，これらの種はそれぞれの発酵食品環境に適応した種である可能性が
考えられる． 
 
3.3.3.	 タイ分離株に含まれない日本産分離株の種における糖発酵性の多様性  
タイ分離株には含まれず富山分離株と沖縄分離株の両方またはどちらかに含まれる種で
は，種内で離れたクラスターを形成したのは Leuconostoc citrium と Leu. mesenteroides
で，沖縄分離株はそれぞれ 1 株ずつのため同一原産地での種内の多様性は確認できなかっ
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たものの，Leu. citrium は富山分離株 3 株または 1 株と沖縄分離株 1 株の 3 グループに，
Leu. mesenteroides は富山分離株 4 株と沖縄分離株 1 株，富山分離株 2 株または 1 株の 3
グループ に分かれ，富山分離株は同種内で複数のグループに分かれることが分かった． 
タイ分離株には含まれず富山分離株と沖縄分離株の両方またはどちらかに含まれる種で，
同種でまとまったのは富山と沖縄の両地域の分離株を含む E. faecalis，L. alimentarius，
W. cibaria の 3 種と，富山分離株のみの L. curbatus，L. sakei，P. parvulus の 3 種，沖縄
分離株のみの E. thailandicus，W. virescens の 2 種だった． 
 
3.3.4.	 分離種による糖発酵性の種内多様性の違い  
原産地が同じにも拘わらず同種内でグループが分かれたり基準株から離れた株がみられ
たのはタイ分離株で 9 種，富山分離株で 6 種，沖縄分離株では 2 種だった．これらのうち 2
地域以上で分離された種はそれぞれ 6 種，6 種，2 種で，タイ分離株の 3 種（L. farciminis
と L. fermentum，L. futsaii）以外の種はいずれかの地域で共通して分離された種であり，
種内の糖発酵性に多様性がある種は原産地が複数に渡っていることから，これらの種は糖
発酵性の多様化がしやすく，そのため適応できる生息環境が広くなったと推測できる．タ
イ分離株で種内での糖発酵性に多様性が認められた 9 種のうち富山と沖縄の分離株には含
まれなかった 3 種において，L. fermentum は分離源の原材料と発酵パターンに相関性があ
る傾向が見られ，主に野菜の発酵食品に由来し，塩耐性は他のタイ分離株乳酸菌に比較し
て低い傾向が見られた．タイの野菜の発酵食品は塩濃度が低く，一方で富山の野菜の漬物
は最終的な製品の塩濃度は低いものの，本漬け前の塩漬けは塩濃度が高い．L. fermentum
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は日本の無塩発酵漬物であるすんきの主要な乳酸菌であるとの報告もあり（Endo et al., 
2008），低塩で植物基質の環境を好むと推測される．L. farciminis と L. futsaii は系統的に
も近縁で分離株数も多く，糖発酵パターンもクラスター解析において近い位置を占めてい
た．糖発酵性に種内多様性がみられた種で基準株から離れた分離株の糖発酵性には，それ
ぞれの発酵食品環境への適応の特徴が反映されている可能性がある．タイ分離株の乳酸菌
でクラスター解析において基準株から離れた株は，主に大豆や魚の発酵食品に由来する株
だった．これらの株の糖発酵性を基準株と比較すると，大豆由来株ではメリビオースやラ
フィノースといった大豆に含まれる糖の発酵性が陽性になっており，また大豆と魚由来の
分離株どちらにおいても，基準株に比べて発酵可能になった糖の数よりも，発酵性が失わ
れた糖の数が多く，この傾向は糖源が少ないと推測される魚の発酵食品由来株で特に顕著
だった．これらの株は環境に適応して，一部では適した発酵能を獲得し，多くは不必要な
発酵能を落とした可能性が考えられる． 
一方，原産地が同じで同種内でまとまったクラスターを形成した種はタイ分離株で 8 種，
富山分離株で 7 種，沖縄分離株では 8 種で，これらのうち他の地域でも分離された種はそ
れぞれ 1 種，4 種，6 種と，種内で糖発酵性に多様性があった種に比べて複数の地域から分
離された種は少なく，それぞれの地域でのみ分離された種が多数を占め，その種数はタイ
分離株で最も多かった（表 3-2）．基準株とまとまったクラスターを形成し，それぞれの地
域でのみ分離された種は，それぞれの地域の発酵食品環境に適応した特徴的な糖発酵性を
示す種の可能性が考えられる．タイ分離株の 7 種、富山分離株の 3 種、沖縄分離株の 2 種
の糖発酵性を比較すると，タイ分離株の乳酸菌では日本産分離株に比べてキシロース，ラ
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フィノース，糖アルコールの発酵性が高く，植物基質に含まれる糖の発酵能が高いという
特徴がみられた．また糖の発酵性は種によって違いがあることから，タイ分離株には日本
産分離株とは異なる発酵性を示す分離株が多数含まれることが示された． 
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図  3-5.	 タイ，富山，沖縄分離株の乳酸菌の糖発酵性試験結果に基づくクラスター
解析  
糖発酵性試験は API50CHL を用いて試験し，色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 
(w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，0.5，1.0 に置き換えた数値を解析に用いた．作成したデンド
ログラムはユークリッド距離および UPGMA 法による． 
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表  3-2.	 乳酸菌分離株のクラスター解析において種内でクラスターが分かれた種と
まとまった種  
 
 
  
  
タイ分離株のデンドロ
グラム（図 3-4）におけ
るクラスタリング 
全分離株のデンドログラム（図 3-5）におけるクラスタリング 
原産地 タイ タイ 富山 沖縄 
分かれた種 
E. durans or E. faecium E. durans or E. faecium 
E. durans or E. 
faecium 
E. durans or E. 
faecium 
L. acidipiscis L. acidipiscis L. acidipiscis P. pentosaceus 
L. farciminis L. farciminis L. pentosus 
 
L. futsaii L. fermentum 
L. plantarum subsp. 
plantarum  
L. pentosus L. futsaii Leu. citreum 
 L. plantarum subsp. 
plantarum L. pentosus Leu. mesenteroides  
P. pentosaceus 
L. plantarum subsp. 
plantarum   
  P. pentosaceus 
  
  W. paramesenteroides 
  
まとまった種 
E. avium E. avium E. faecalis E. faecalis 
E. gilvus or raffinosus E. gilvus or raffinosus L. alimentarius E. thailandicus 
L. brevis L. brevis L. brevis L. alimentarius 
L. fermentum L. modestisalitolerans L. curvatus L. brevis 
L. modestisalitolerans 
L. plantarum subsp. 
argentratensis L. sakei 
L. plantarum subsp. 
plantarum 
L. plantarum subsp. 
argentratensis L. saerimneri P. parvulus W. cibaria 
L. saerimneri P. acidilactici W. cibaria 
W. 
paramesenteroides 
P. acidilactici W. thailandensis 
 
W. virescens 
W. paramesenteroides 
   
W. thailandensis       
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3.4.	 タイ産発酵食品由来 Staphylococcus 属の糖発酵性 
3.4.1.	 クラスター解析から見たタイ分離株 Staphylococcus 属株の種内多様
性  
糖の発酵性試験結果を基に，タイ分離株の Staphylococcus 属株について，近縁種基準株
の結果を加えてクラスター解析を行った結果，分離株は基本的に，種ごとに近縁種基準株
を含むまとまったクラスターを形成した．このことから Staphylococcus 属株の糖の発酵パ
ターンにおいても，種の特徴を反映していると考えられる．しかし分離株の中には乳酸菌
同様，同種でありながら離れたクラスターを形成する株も見られ（図 3-6），系統的に近い
S. condimenti と S. piscifermentans の株が同一クラスター内に混在したが，これら 2 種に
含まれる株で発酵性の異なった糖は 8 種類で，まとまったクラスターを形成した S. 
epidermidis と S. saprophyticus はそれぞれ 1 または 7 種類であり，乳酸菌と比べて種内の
発酵性の違いが小さかった． Staphylococcus 属は生育に糖が必須では無く，乳酸菌に比
べて発酵可能な糖の種類自体が少ないことや，大多数の分離株（12 株中 9 株）が魚の
発酵食品に由来することが，糖発酵性の種内多様性が少ない要因として考えられる． 
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図 3-6.	  タイ分離株の Staphylococcus 属株の糖発酵性試験結果に基づくクラスタ
ー解析  
糖発酵性試験は API50CHL を用いて試験し，色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 
(w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，0.5，1.0 に置き換えた数値を解析に用いた．作成したデンド
ログラムはユークリッド距離および UPGMA 法による． 
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3.4.2.	 日本産分離株との比較  
富山と沖縄の Staphylococcus 属株を加えてクラスター解析を行った結果，一部に種内で
クラスターが分かれた種もあり，S. xylosus ではタイ分離株 1 株と沖縄分離株 1 株が離れ，
S. nepalensis で富山分離株 4 株が 3 グループに分かれた．またタイ分離株のみの解析結果
と同様に，系統的に近い S. condimenti と S. piscifermentans の株が，富山分離株の S. 
nepalensis のひとグループを含む形で同一クラスター内に混在した．しかしタイ分離株は
基本的に，種ごとに近縁種基準株を含むまとまったクラスターを形成し，分離源の素材に
加えて原産地との相関性も見られなかった（図 3-7）． 
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図  3-7.	 タイ，富山，沖縄分離株の Staphylococcus 属株の糖発酵性試験結果に基づくク
ラスター解析 
糖発酵性試験は API50CHL を用いて試験し，色調変化によって判定した陰性 (-)，弱陽性 
(w)，陽性 (+)をそれぞれ 0，0.5，1.0 に置き換えた数値を解析に用いた．作成したデンド
ログラムはユークリッド距離および UPGMA 法による． 
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3.5.	 まとめ 
調査した 49 種類の糖における分離株の発酵性は，分離源別に比較すると，野菜の発酵食
品に由来する分離株では魚の発酵食品に由来する分離株に比べて発酵可能な糖の種類が多
い傾向が見られた．野菜や大豆の発酵食品由来株では魚の発酵食品由来株に比べて主に
五炭糖やグリコシドの発酵性に陽性を示す株の割合が高かった．野菜の発酵食品由来株
では前述の糖に加えて D-xylose の，大豆の発酵食品由来株では糖アルコールの発酵性
に陽性を示す株が多く含まれた．分離種をみると，野菜や大豆の発酵食品から分離した株
には乳酸菌の割合が高く，魚の発酵食品に由来する株には Staphylococcus 属の割合が高か
った．乳酸菌と Staphylococcus 属株では発酵可能な糖の種類に顕著な違いがあり，
Staphylococcus 属株に比べて乳酸菌は多様な糖の発酵が可能で，同種内の株における糖発
酵パターンの多様性も大きかった．植物基質が含む多様で量的には少ない糖源を資化して
発酵を進めるのに適応した結果，タイ分離株の乳酸菌は多様な糖を発酵し，同種内の株に
おける糖発酵パターンの多様性も大きくなったと推測される．一方で，生育に糖が必須で
はない Staphylococcus 属株は，乳酸菌と比べて種内の発酵性の違いも小さく，糖が少なく
タンパク質が豊富な魚の発酵食品の環境に適応していると考えられた．  
基準株との比較から，分離株の発酵性は基本的に種の特徴を反映していたが，同種内で
も数種類の糖の発酵性に違いがあるなど株による多様性があることが分かった．しかし種
内の多様性には原産地や分離源による明確な相関性は見られなかった． 
クラスター解析により，同種内に糖発酵性の多様性があった種の多くは分離地も複数に
渡り，適応力の高さが推測された．タイ分離株では 9 種の乳酸菌に種内での多様性が認め
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られ，このうち 6 種が富山や沖縄分離株にも含まれた種だった．残りの 3 種である L. 
farciminis と L. fermentum，L. futsaii は種内に多様性があったが本研究で得られた富山
と沖縄の分離株には含まれなかった種で，L. fermentum は分離源の原材料と発酵パターン
に相関性がある傾向が見られ，L. farciminis と L. futsaii は系統的にも近縁で分離株数も多
かった．種の基準株から離れた株は，糖発酵性の種内多様性による発酵食品環境への適応
を反映している可能性が考えられ，これらの株の糖発酵性における基準株との違いから，
環境に適応して一部では適した発酵性を獲得し、多くは不必要な発酵性を落としているこ
とがわかった．一方，同種でまとまったクラスターを形成した種はそれぞれの地域でのみ
分離された種が多数を占め，その種数はタイ分離株で最も多かった．これらの種はそれぞ
れの発酵食品環境に適応した特徴的な糖発酵性を示す可能性が考えられ，日本産分離株と
の比較から，タイ分離株の乳酸菌は植物基質に含まれる糖の発酵性が高いという特徴がみ
られた．また糖の発酵性は種によって違いがあることから，日本産分離株とは異なる発酵
性を示す分離株が多数含まれることが示された． 
以上より，タイ分離株には，タイ産発酵食品の環境に適応した日本産の株とは異なった
発酵性を持つ分離株が多数存在することが分かった． 
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第 4 章	 タイ産発酵食品由来微生物の酵素生産能および GABA
生産能  
4.1.	 試験方法 
4.1.1.	 カゼイン分解能試験  
	 乳酸菌分離株は MRS 培地，Staphylococcus 属株は 802 培地で前培養した菌液をスキム
ミルク培地［2 % Skim milk powder（和光純薬工業社製），0.5 % Yeast extract（BD 社製），
1.5 % Agar，pH 7.0］に画線塗抹した後 30℃で培養した．乳酸菌は嫌気条件下で，
Staphylococcus 属は嫌気および好気条件下で培養した．嫌気培養にはアネロパック・ケン
キ（三菱ガス化学社製）を用いた．培養 4 週間後までにコロニー周辺に透明帯が形成され
た株を陽性とした． 
 
4.1.2.	 スターチ分解能試験  
	 乳酸菌分離株は MRS 培地，Staphylococcus 属株は 802 培地で前培養した菌液をスター
チ培地［1 % Starch from corn (SIGMA 社製），1 % Polypepton（和光純薬工業社製），0.2 % 
Yeast extract（BD 社製），0.2 % K2HPO4，1.5 % Agar，pH 7.0］に画線塗抹した後 30℃
で培養した．乳酸菌は嫌気条件下で，Staphylococcus 属は嫌気および好気条件下で培養し
た．嫌気培養にはアネロパック・ケンキ（三菱ガス化学社製）を用いた．培養 4 週間後ま
でにコロニー周辺に透明帯が形成された株，および培養 4 週間後にヨウ素溶液を滴下し，
ヨウ素デンプン反応によりコロニー周辺の培地が青紫色に染まらなかった株を陽性とした． 
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4.1.3.	 GABA 生産能試験  
	 乳酸菌分離株は MRS 培地，Staphylococcus 属株は 802 培地にそれぞれ 5 % グルタミン
酸ナトリウム一水和物（Monosodium Glutamate，MSG と略す）を加えた試験培地で 5 日
間培養後，遠心分離により菌体を除いて 1000 倍希釈した培養上清を，PITC で誘導体化し
た後に HPLC（model LC-20AB apparatus; Shimadzu）で測定した． GABA 生産能が知
られている Lactobacillus brevis NBRC 12005 および L. senmaizukei NBRC 103853Tを陽
性対照として用いた（図 4-1）． 
 
4.2.	 タイ産発酵食品由来微生物の生産能と日本産分離株との比較 
タイ分離株の乳酸菌 50 株および Staphylococcus 属 12 株について，カゼイン分解能
試験によるプロテアーゼ活性，スターチ分解能試験によるアミラーゼ活性，および
GABA 生産能を調べた結果，アミラーゼ活性を示す株は見つからなかったが，プロテ
アーゼ活性はタイ分離株の Staphylococcus 属株が好気条件下で 7 株（58 %）が示し，
このうち 2 株は嫌気条件下でも分解能を示した．GABA 生産能はタイ分離株の乳酸菌 3
株（6 %）が示した（表 4-1）． 
	 アミラーゼ活性は富山と沖縄の分離株でも見つからなかった．プロテアーゼ活性を示し
た株は，富山分離株と沖縄分離株で乳酸菌 1 株と Staphylococcus 属株 1 株の合計 5 株がそ
れぞれ見つかった．GABA 生産能を示す株は富山と沖縄の分離株では見つからなかった． 
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図 4-1.	 HPLC による培養上清からの GABA の検出  
a）未接種の試験培地（MRS 培地＋5% グルタミン酸ナトリウム）；b）2.5μmol/L GABA
溶液；c）NBRC 12005；d）NBRC 103853；e）NB799；f）NB860；g）NB1011． 
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表 4-1.	 カゼイン分解能または GABA 生産能を示したタイ分離株  
菌株番号 種 
分離源の
原材料 
カゼイン分解能 GABA 
生産能 
嫌気 好気 
NB731 Staphylococcus saprophyticus 野菜 - ＋ - 
NB734 Staphylococcus xylosus 野菜 - ＋ - 
NB751 Staphylococcus condimenti 魚 - ＋ - 
NB784 Staphylococcus saprophyticus 魚 - ＋ - 
NB890 Staphylococcus piscifermentans 魚 - ＋ - 
NB891 Staphylococcus simulans 魚 ＋ ＋ - 
NB902 Staphylococcus epidermidis 魚 ＋ ＋ - 
NB799 Lactobacillus brevis 野菜 - n.d. ＋ 
NB860 Enterococcus gilvus or E. raffinosus 大豆 - n.d. ＋ 
NB1011 Enterococcus avium 野菜 - n.d. ＋ 
+, positive; -, negative; n.d., not determined. 
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4.3.	 まとめ 
	 タイ分離株でカゼイン分解能を示しプロテアーゼ活性を有する株は全て Staphylococcus
属株だった．活性を示した 7 株のうち 5 株が魚の発酵食品由来であり，タンパク質が豊富
な環境に適応し風味形成に関わっていることが推測できる．Staphylococcus 属は乳酸菌と
同様に通性嫌気性菌だが，多くの場合，嫌気条件下よりも好気条件下での生育が良好であ
ることが知られている．これら分離株も嫌気と好気のどちらの条件下でも生育が可能だが，
好気条件下での生育はより良好で，プロテアーゼ活性においても好気条件下では 7 株全て
が活性を示した．一方で嫌気条件下での生育も可能であり，2 株は嫌気条件下でも活性を示
し，発酵過程における嫌気的な条件下での利用が期待できる． 
GABA 生産能は，富山や沖縄の分離株では見つからなかったのに対して，タイ分離株の
乳酸菌から 3 株が見つかった．GABA を生産する乳酸菌は多くの報告があり分離頻度も
高い（Dhakal et al., 2012, Franciosi et al., 2015, Siragusa et al., 2007, Zareian et al, 
2012）．本研究で得られた 6 %という割合は非常に少ないが，主要な GABA 生産菌種と
して挙げられる L. brevis の他，報告の少ない Enterococcus 属種の株が得られており，
野菜や大豆の発酵食品に由来する株であるこれらの株は，機能性を付与した発酵食品製造
における新たな選択肢の１つとして活用が期待できる． 
	 以上から，タイ分離株には特色ある製品開発に活用可能な，旨味や香気成分，機能性物
質の生産能といった付加的な価値を生み出す菌株が存在することが明らかとなった． 
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結論  
	 微生物が大きな役割を担う発酵食品は，地域の環境や文化を反映して様々な種類が存在
する．発酵に関わる代表的な微生物として特に乳酸菌では，ヨーグルトなどの乳を原料と
した発酵乳製品に関わる乳酸菌のほかに，魚や肉の発酵食品や野菜などの漬物に関わる乳
酸菌があり，これらの間には生育に利用できる栄養源（糖の種類など）や様々なストレス
に対する耐性の強さなどの性質に違いがある．魚や肉，野菜の発酵食品は発酵乳製品に比
べて限られた糖源と高塩濃度などストレスが高い環境であることから，そこに生息する乳
酸菌を中心とした微生物は多様な性質を持つと考えられる． 
米を主食とし，魚介類や野菜を主菜，副菜とする日本には魚や野菜の発酵食品が豊富で，
共通した食文化を有する東アジアや東南アジアの多くの国々でも同様の傾向が見られる．
東南アジアに位置するタイにも，特に魚や野菜の様々な発酵食品が存在し，そこに生息す
る微生物はストレス耐性などを有する可能性が考えられる．またタイの発酵食品は日本の
発酵食品とは異なる種類の野菜や魚が用いられており，加えて製造工程や流通，販売にお
ける温度管理にも違いがあり，最終的な製品の味も日本の発酵食品とは異なることから，
関与する微生物も異なる可能性がある．著者がこれまでに行ってきた分類学的な調査結果
から，タイ産発酵食品に由来する乳酸菌と Staphylococcus 属細菌は分類学的に多様だった．
また幾つかの新しい種も見つかっており，日本では得られない魅力的な微生物資源である
と考えられた．しかしこれらの分離株について，微生物資源としての観点から網羅的に研
究された報告はなく，タイ産発酵食品に由来する微生物の活用へは繋がっていない．そこ
でタイ産発酵食品に由来する乳酸菌と Staphylococcus 属分離株について，菌株利用の基礎
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的な情報となる生育環境におけるストレス耐性や糖の発酵性，および付加的な価値を付与
する情報として旨味や香気成分の生成に関与するプロテアーゼ活性とアミラーゼ活性，お
よび機能性物質として注目されている GABA の生産能を調査しタイ分離株の性質を明らか
にすると共に，日本の発酵食品に由来する分離株との比較からタイ分離株の特徴を見いだ
すことを目的とした． 
	 タイと日本の分離株について，まず構成種を比較した結果，分離株の乳酸菌と
Staphylococcus 属細菌のどちらにおいても共通する種は少なく，タイ，富山，沖縄それぞ
れの地域で異なる菌種で構成されていた．他地域と共通しなかった菌種はタイ分離株で最
も多く，タイ分離株は日本の分離株とは種の分布が異なっていることが分かった． 
	 環境ストレスに対する耐性を調べると，タイ分離株の乳酸菌には酸耐性や高温耐性を有
する株が数多く存在し，また酸性域からアルカリ域までの広い pH 範囲に適応した株も複数
みられ，10% NaCl に対する耐性を示す乳酸菌株は少ないものの 6～9%の中程度の塩耐性
を示す株も多くみられた．酸耐性と高温耐性を同時に示す株はタイ分離株の一部にしか見
つからず，広い pH 範囲に適応した株も日本産の株では富山分離株の一部が示したのみであ
ったことから，タイ分離株の乳酸菌は日本産の株とは異なる特徴を有していることが分か
った．アルカリ耐性や 10%の高塩濃度耐性をもつ株はタイ，富山，沖縄の分離株全てから
見つかった．タイ分離株では Staphylococcus 属株がその特徴を示し，ほとんどの株が両方
の耐性を示した．一方で Staphylococcus属に加えて富山分離株では Marinilactibacillus属，
沖縄分離株では Tetragenococcus 属がその特徴を示し，両耐性を示す種の構成が属レベル
で異なっていた．また両耐性を示す分離株のうち，3 地域に共通した Staphylococcus 属株
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の種を比較するとタイ分離株で最も多様であることが分かった．タイ分離株の
Staphylococcus 属にはプロテアーゼ活性を示す株が複数見つかっており，環境ストレス耐
性以外の性質においても乳酸菌とは異なる性質を示していた．同じ耐性を示しても属種が
異なれば，共通した耐性以外の性質が異なり，そのため発酵に用いた場合には異なった発
酵産物が生成されると推測できる． 
	 乳酸菌と Staphylococcus 属細菌の性質の違いは糖の発酵性においても顕著で，
Staphylococcus 属株に比べて乳酸菌は多様な糖の発酵が可能で，同種内の株における糖発
酵パターンの多様性も大きかった．植物基質が含む多様で量的には少ない糖源を資化して
発酵を進めるのに適応した結果，タイ分離株の乳酸菌は多様な糖を発酵し，同種内の株に
おける糖発酵パターンの多様性も大きくなったと推測される．一方で，生育に糖が必須で
はない Staphylococcus 属株は，乳酸菌と比べて種内の発酵性の違いも小さく，糖が少なく
タンパク質が豊富な魚の発酵食品の環境に適応していると考えられた．基準株との比較か
ら，タイ分離株の発酵性は乳酸菌と Staphylococcus 属株ともに，基本的に種の特徴を反映
していたが，同種内でも数種類の糖の発酵性に違いがあるなど株による多様性があること
が分かった．日本産の分離株も含めた解析結果から，同種内に糖発酵性の多様性があった
種の多くは分離地も複数に渡っており，異なる環境への適応力の高さが推測された．種内
多様性がみられた種でクラスター解析において基準株から離れた株は，基準株との糖発酵
性の違いにそのタイ産発酵食品環境への適応の特徴が反映していると考えられた．基準株
との比較から，これらのタイ分離株は環境に適応して一部で適した発酵能を獲得し，多く
は不必要な発酵能を落としていることが分かった．一方で，同種でまとまったグループを
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作った種は，それぞれの地域で共通しない種が多数を占めていた．タイ分離株で特にその
種数が多く，これらの種はそれぞれの発酵食品環境に適応した特徴的な糖発酵性を示して
いると考えられる．日本産分離株との比較から，タイ分離株の乳酸菌は植物基質に含まれ
る糖の発酵性が高いという特徴がみられ，野菜などの発酵食品への応用が期待できる． 
環境ストレス耐性と糖発酵性のどちらにおいても，タイ分離株は基本的に種の特徴を反
映しており，分離株の種の構成自体に重複が少なかったことから，それぞれ地域によって
異なる性質を有する株で構成されていると考えられる．原産地や分離源である発酵食品の
原材料との明確な相関性はみられなかったが，種内の性質は一定では無く幅があり，その
多様性には，分離源や分離源である発酵食品の製造環境の影響を受けていると考えられる
性質もみられた．また糖の発酵性においては，種内に多様性が生じやすく，そのため幅広
い適応力をもつと考えられる種と，それぞれの地域や発酵食品に適した種が存在すると考
えられ，タイ分離株は日本の株とは異なる性質を持つことが示された． 
	 加えてタイ分離株には，GABA 生産能を有する乳酸菌やプロテアーゼ活性を示す
Staphylococcus 属株も見つかっており，これらの株を用いて機能性を付与した発酵食品へ
の活用が期待できる． 
	 以上から明らかとなったタイ分離株の特長を活かし，例えばタイ分離株の乳酸菌に特徴
的だった酸耐性と高温耐性の両耐性を示した Lactobacillus fermentum と Pediococcus 
acidilactici を用いれば，初発 pH の低い果実や野菜などを原料とし，高温発酵生産による
発酵野菜ジュースの製造に活用が期待できる．また糖アルコール発酵能を示した大豆の発
酵食品に由来する分離株やタイ分離株で見つかった新種である Lacotbacillus plajomi を利
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用して，基質を糖アルコールに制限することにより、他の微生物の繁殖の制御が容易にな
り，また糖アルコールは人が代謝できない甘味料であるため，食品中に残存してもゼロカ
ロリー食品の製造が可能であると考えられる．耐塩性を特徴とした Staphylococcus 属分離
株はプロテアーゼ活性を示した 7 株を用いて，発酵肉製品や塩辛など魚の発酵食品の風味
形成に活用が期待できる．このように，本研究で示したタイ分離株の特徴は，菌株利用に
おいて直接的に利用可能なデータであると考えられる． 
	 以上より，本研究はタイ産発酵食品に由来する乳酸菌および Staphylococcus 属細菌の，
日本産分離株とは異なる特徴を明らかにし，タイ分離株の応用利用へ繋げる新たな価値を
見いだした．本研究の成果が，微生物資源としてのタイ分離株の活用に繋がること，そし
て未だ埋もれている，またはこれから分離される微生物資源の活用に繋げる１つの検討手
段となることを期待する． 
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